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Testikani so modularni proteoglikani zunajceličnega matriksa pri vretenčarjih s širokim 
tkivnim spektrom izražanja. Proteinsko družino sestavljajo trije predstavniki, testikan-1, 
-2 in -3, ki so visoko ohranjeni. V njihovi polipeptidni verigi so tri regije, homologne 
drugim proteinom, ustrezajo pa folistatinu podobni domeni (FS), zunajcelični domeni, ki 
veže kalcijeve ione (EC), ter tiroglobulinski domeni (TY), medtem ko sta N- in C-končni 
regiji unikatni. Med drugim sodelujejo pri pritrditvi celic, njihovi migraciji in izraščanju 
nevritov, raziskave pa kažejo na vsaj delno funkcijsko zamenljivost znotraj proteinske 
družine. Do sedaj opisane specifične funkcije in lastnosti (vezava kalcijevih ionov, 
inhibicija cisteinskih proteaz ter metaloproteaz matriksa membranskega tipa) so 
povezane s posameznimi domenami in regijami, a njihova prostorska organizacija ni 
znana. Z namenom njene osvetlitve smo podrobneje okarakterizirali testikan-2 kot 
predstavnika proteinske družine. Proučili smo vezavo kalcijevih ionov in njen vpliv na 
strukturo, ki smo jo povezali z učinkovanjem testikanov na migracijo celic. Najprej smo z 
uporabo izotermne titracijske kalorimetrije in strukturnih modelov kalcij-vezavne 
domene (EC) pokazali, da je aktivno le eno od obeh potencialnih kalcij-vezavnih mest in 
da je le-to pri zunajceličnih koncentracijah kalcija vedno zasedeno. Vezava na drug 
potencialni motiv EF2 je onemogočena zaradi substitucije na enem od kanoničnih 
koordinacijskih mest, kjer je aminokislinski ostanek z manjšo polarno stransko skupino 
v primerjavi z EF1 zamenjan z aminokislinskim ostankom z veliko hidrofobno stransko 
skupino, to pa velja za vse tri člane proteinske družine. V nadaljevanju smo z 
bioinformatsko analizo aminokislinskih zaporedij pokazali, da sta N- in C-končni regiji 
vse treh testikanov najverjetneje strukturno neurejeni. To je skladno z rezultati analize z 
uporabo sipanja X-žarkov pod majhnim kotom (SAXS), ki kažejo na strukturno 
neurejenost N-končne unikatne regije, medtem ko je regija domen FS–EC–TY strukturno 
bistveno bolj urejena, na področju domene EC prevladujejo α-vijačnice, v domenah FS in 
TY pa so poleg α-vijačnic prisotne tudi ploskve beta . To ilustrira tudi družina modelov, 
pripravljenih na osnovi  eksperimentalnih podatkov SAXS ter modelov posameznih 
domen, ki kaže na meddomenske interakcije znotraj tripleta FS–EC–TY. Vezava kalcijevih 
ionov prispeva k strukturni stabilizaciji in se odraža v nekoliko večji kompaktnosti 
molekule testikana-2. Z uporabo testov zapiranja celične vrzeli smo tudi pokazali, da je 
ravno jedro FS–EC–TY tisto, ki je povezano s povečano celično migracijo. Enako smo 
pokazali tudi za testikan-1, kar nakazuje na funkcionalno redundančnost v okviru te 
fiziološke vloge. Naši rezultati nudijo prvi vpogled v strukturno organizacijo testikanov 
ter s tem predstavljajo dobre temelje za nadaljnje raziskave na nivoju struktura–funkcija. 





Testicans are modular proteoglycans of the vertebrate extracellular matrix with a broad 
tissue spectrum of expression. The protein family consists of three representatives, 
testican-1, -2, and -3, which are highly conserved. In their polypeptide chain, there are 
three regions homologous to other proteins, corresponding to follistatin-like domain 
(FS), extracellular calcium-binding domain (EC), and thyroglobulin domains (TY), while 
the N- and C-terminal regions are unique. They are involved in cell attachment, migration, 
and neurite outgrowth, among other functions, and studies suggests at least partial 
functional redundancy within the protein family. Although the specific functions and 
properties described so far (binding of calcium ions, inhibition of cysteine proteases, and 
membrane-type matrix metalloproteases) have been assigned to individual domains and 
regions, their spatial organization is unknown. To shed light on this, we further 
characterized testican-2 as a representative of the protein family, in terms of calcium ion 
binding and structure, and was related this to its influence on cell migration. First, using 
isothermal titration calorimetry and structural models of the calcium-binding domain 
(EC), we showed that only one of the two potential calcium binding sites is active and that 
it is always occupied at extracellular calcium concentrations. Binding to another potential 
EF2 motif is deactivated by substitution at one of the canonical coordination sites, where 
an amino acid residue with a smaller polar side group compared to EF1 is replaced by a 
residue with a large hydrophobic side group, and this applies to all three members of the 
protein family. Subsequently, we used disorder analysis to show that the N- and  
C-terminal regions of all three testicans are most likely structurally disordered. This is 
consistent with the results of low angle X-ray scattering (SAXS) analysis showing the 
structural disorder of the N-terminal unique region, while the FS–EC–TY domain region 
is structurally more ordered. This is also illustrated by a family of models generated 
based on experimental SAXS data and individual domain models, which indicate 
interdomain interactions within the FS–EC–TY triplet. Calcium binding contributes to 
structural stabilization and is reflected in the slightly larger compactness of the testican-
2 molecule. Subsequently, using cell gap closure tests, we showed that the core domain 
triplet FS–EC–TY is associated with increased cell migration. The same was shown for 
testican-1, suggesting functional redundancy within this physiological role. Our results 
provide a first insight into the structural organization of testicans and thus provide a good 
basis for further research at the level of structure-function.  






BME β-merkapto etanol 
DAB 3,3'-diaminobenzidin 
Dmax maksimalna razdalja 
DMSO dimetilsulfoksid 
E. coli Escherichia coli 
EC kalcij-vezavna domena 
ECM zunajcelični matriks (ang. ExtraCellular Matrix) 
EDTA etilendiamin tetraocetna kislina 
EOM metoda za modeliranje ensembla (ang. Ensemble Optimization Method) 
FBS serum telečjega fetusa 
FS folistatinska domena  
FPLC 
tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. Fast Protein Liquid 
Chromatography) 
G Gibbsova prosta energija 
GAG glikozaminoglikani (ang. glycosaminoglycans) 
H entalpija 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
I intenziteta sipanja 
I0 intenziteta sipanja pri q = 0  
IPTG izopropiltio-β-galaktozid 
ITC izotermna titracijska kalorimetrija (ang. Isothermal Titration Calorimetry) 
Kd vezavna konstanta 
kDa kilodalton 
MCS multiplo klonirnio mesto (ang. Multiple Cloning Site) 
MMP metaloproteaze matriksa (ang. Matrix MetalloProteases) 
Mw molekulska masa v Da (dalton) (ang. molecular weight) 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-
PAGE 
poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)  
v prisotnosti NaDS 
PBS fosfatni pufer (ang. phosphate buffer saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
PDDF, 
P(r) 
porazdelitvena funkcija razdalj parov (ang. Pair Distance Distribution Function) 
pI izoelektrična točka  
PMSF fenilmetilsulfonil fluorid (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) 
q sipalni vektor (ang. momentum transfer) 
Rg radij giracije 
S entropija 
SAXS ozkokotno sipanje X-žarkov (ang. Small-Angle X-ray Scattering) 
SEC gelska izključitvena kromatografija (ang. Size Exclusion Chromatography) 




TCA triklorocetna kislina (ang. trichloroacetic acid) 
TEV virus jedkanja tobaka (ang. Tobacco Etch Virus) 
TY tiroglobulinska domena 
uPA urokinazni aktivator plazminogena (ang. urokinase-type Plasminogen Activator) 
X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-galaktopiranozid 
zc ekstrapolacija do neskončnega redčenja (ang. zero concentration) 
V 
 
Genetski kod in okrajšave aminokislin 
 U C A G  
U 
Phe Ser Tyr Cys U 
Phe Ser Tyr Cys C 
Leu Ser stop stop A 
Leu Ser stop Trp G 
C 
Leu Pro His Arg U 
Leu Pro His Arg C 
Leu Pro Gln Arg A 
Leu Pro Gln Arg G 
A 
Ile Thr Asn Ser U 
Ile Thr Asn Ser C 
Ile Thr Lys Arg A 
Met Thr Lys Arg G 
G 
Val Ala Asp Gly U 
Val Ala Asp Gly C 
Val Ala Glu Gly A 
Val Ala Glu Gly G 
 
A ALA alanin 
C CYS cistein 
D ASP aspartat 
E GLU glutamat 
F PHE fenilalanin 
G GLY glicin 
H HIS histidin 
I ILE izolevcin 
L LEU levcin 
K LYS lizin 
M MET metionin 
N ASN asparagin 
P PRO prolin 
Q GLN glutamin 
R ARG arginin 
S SER serin 
T THR treonin 
V VAL valin 
Q TRP triptofan 
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Testikani so proteoglikani zunajceličnega matriksa. Skupaj z drugimi proteoglikani in 
glikoproteini oblikujejo kompleksno želatinozno mrežo makromolekul, ki jih v svojo 
okolico izločajo celice. Čeprav so osnovne komponente – voda, proteini in polisaharidi,  
skupne vsem tipom zunajceličnih matriksov, je detajlna sestava matriksa vsakega 
posameznega tkiva unikatna do te mere, da omogoča opravljanje tkivno specifičnih 
funkcij.  
1.1 Zunajcelični matriks 
Zunajcelični matriks (angl. extracellular matrix, ECM) je tridimenzionalna kompleksna 
mreža, sestavljena iz številnih molekul, ki med seboj interagirajo in tako nudijo 
strukturno podporo celicam. ECM je tesno povezan s številnimi celičnimi in tkivnimi 
funkcijami. Med sestavnimi komponentami prevladujejo polisaharidi, glikoproteini in 
proteoglikani. Od glikoproteinov sta najpogostejša fibrilarni protein kolagen, ki nudi 
celicam strukturno oporo, ter elastin, ki v nasprotju s kolagenom omogoča elastičnost 
matriksa in posledično tudi tkiva. Polisaharidi pa so v ECM pretežno urejeni v dolge z 
negativnim nabojem bogate verige glikozaminoglikanov (ang. glycosaminoglycans, GAG), 
ki so s kovalentnimi vezmi pritrjene na proteine. Take proteine, katerih običajno večji del 
predstavljajo polisaharidne skupine, imenujemo proteoglikani [1,2].  
Za vretenčarje so značilne različne oblike ECM, ki s svojo specifično zgradbo sestavljajo 
ogrodje, v katerem se ohranja mehanska stabilnost tkiv in organov. Številne 
makromolekule, ki tvorijo matriks, in različni načini njihove organiziranosti ustvarjajo 
izjemno raznolikost tkiv – od trdnih struktur kosti in zob, ki so posledica kalcinacije 
matriksa, do prozorne roženice, katere glavne komponente so kolageni in majhni z 
levcinom bogati proteoglikani (ang. small leucine rich proteoglycans, SLRPs). A 
zunajcelični matriks ni le pasivna okolica celic, je dinamična komponenta tkiv, ki se pod 
vplivi različnih signalnih molekul nenehno preureja in spreminja. Preurejanje je 
pospešeno med vnetjem, celjenjem ran (pri katerem je zelo pomembna migracija celic) in 
razvojem tumorjev [3]. Ključni encimi, ki sodelujejo pri preoblikovanju ECM, so 
metaloproteaze matriksa (MMP) in urokinazni aktivatorji plazminogena (uPA). Vključeni 
so v razgradnjo bazalne lamine ter proteinov in proteoglikanov vezivnega tkiva, iz 
katerega se po razgradnji sproščajo rastni faktorji in druge spojine [4]. ECM deluje kot 
medij, po katerem se prenašajo sproščene male- in makromolekule, potrebne za 
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preživetje celic, njihovo proliferacijo, migracijo, diferenciacijo, komunikacijo, adhezijo in 
polarnost. 
Poleg matriksa, ki zapolnjuje večino zunajceličnega okolja in ga imenujemo intersticijski 
matriks, poznamo tudi matriks, organiziran v tanko ploščato strukturo (bazalno lamino), 
ki obdaja specializirane celice kot so nevroni, adipociti in mišična vlakna. Glavne 
komponente ECM ter bazalne membrane so prikazane na sliki . V intersticijskem matriksu 
najdemo predvsem fibrilarne glikoproteine kot so kolageni tipa I, II, III in V, ter elastini in 
fibrilini. Med kolagenska in elastinska vlakna pa so vpeti tudi proteoglikani, med katerimi 
prevladujejo agrekani, ki omogočajo hidratiranost tkiv ter regulirajo fibrilogenezo 
kolagenov in  signaliziranje z rastnimi faktorji [1]. Bazalno membrano v osnovi tvorita 
dve neodvisni mreži, in sicer mreža kolagena tipa IV in lamininska mreža, ki sta povezani 
z molekulami nidogena in perlekana. Agrini in perlekani pa povezujejo bazalno 
membrano s proteini na površini celic.   
 
Slika 1.1: Shematski prikaz zgradbe ECM. V večini tkiv je ECM sestavljen iz bazalne 
lamine, na katero so pritrjene celice, in intersticijskega ECM. Celice so preko 
celičnih receptorjev povezane z bazalno lamino, sestavljeno iz lamininske in 
kolagenske mreže. Na sliki so prikazane posamezne komponetne in njihova 





Proteoglikani so proteini, ki imajo na svoji površini kovalentno vezano eno ali več 
glikozaminoglikanskih verig (GAG). Gre za skupino makromolekul, ki so evolucijsko zelo 
ohranjene in v tkivih opravljajo številne funkcije [5]. Neposredno so vključeni v 
interakcije tipa celica-celica ter celica-ECM in posledično najverjetneje v regulacijo 
celične migracije [6]. Vendar pa so mehanizmi vpliva na celično migracijo zelo slabo 
raziskani in tudi nasprotujoči. Tako lahko nek proteoglikan na celično migracijo deluje 
spodbujajoče ali zavirajoče, pri čemer je način delovanja odvisen predvsem od biološkega 
konteksta. Slednje dobro ponazori primer celjenja poškodb žilnega tkiva, pri katerem se 
v neoangiogenih epitelijskih celicah poveča izražanje biglikanov in dekorinov. Za celjenje 
poškodovanega tkiva je nujna migracija endotelijskih celic, ki se pri visokih 
koncentracijah dekorinov močno zmanjša. Sklepamo lahko, da je spodbujevalni ali 
zaviralni učinek dekorina na celično migracijo odvisen od njegove koncentracije [7].  
Verige GAG so nerazvejane in sestavljene iz 20 do 200 ponavljajočih se disaharidnih enot. 
Eden od obeh ponavljajočih sladkorjev je običajno N-acetilglukozamin ali N-
acetilgalaktozamin, ki je pogosto sulfoniran. Zaradi prisotnih sulfatnih in karbonilnih 
skupin so verige GAG močno negativno nabite in preveč toge, da bi lahko zavzele 
kompaktno globularno zvitje, zato se v tkivih nahajajo v iztegnjeni konformaciji, zaradi 
obsežne hidratacije pa tvorijo gelu podobno snov. Kljub temu, da masa GAG v vezivnih 
tkivih predstavlja manj kot 10 % mase proteinov, dolge verige GAG vseeno zapolnjujejo 
večino intersticijskega prostora. Visoka gostota negativnih nabojev na verigah GAG 
privlači predvsem osmotsko aktivne Na+-ione, zaradi česar se v matriks veže veliko vode, 
ki tkivom omogoča odpornost na mehanske pritiske.  
Glede na sorodnost aminokislinskega zaporedja in domenske zgradbe, funkcijo ter mesto 
delovanja, lahko proteoglikane razdelimo v štiri družine: lektikani, sindekani, glipikani in 
majhni z levcinom bogati proteoglikani (ang. small leucine rich proteoglycans, SLRPs) [8]. 
Predstavniki posameznih družin proteoglikanov, njihove funkcije in strukturne 
značilnosti so povzeti v tabeli 1.1. Poleg štirih glavnih družin proteoglikanov, obstaja še 
več manjših, ki jih zaradi specifičnih značilnosti ne moremo uvrstiti v nobeno od glavnih 
družin. Ena takih je družina BM-40/SPARC/osteonektin, kamor na podlagi sorodnosti 



















celična adhezija, proliferacija, vpliv na migracijo celic, 
preurejanje ECM [11] 
CS 
nevrokan 
interakcije s strukturnimi komponentami ECM, 
rastnimi faktorji, adhezijskimi molekulami,  
promocija razraščanja nevritov (in vitro) [12] 
CS 
brevikan sodeluje pri diferenciaciji celic v možganih [13] CS 
SINDEKANI 
sindekan-1 
regulacija interakcij celica-celica in celica-ECM; 
uravnavanje vnetja [14] 
HS, CS/DS 
sindekan-2 
celična signalizacija med embrionalnim  
razvojem [14] 
HS 
sindekan-3 regulacija  razvoja skeletnih mišic [14] HS, CS/DS 
sindekan-4 
regulacija  celične migracije, signaliziranje, regulacija 




regulacija Wnt in Hedgehog signalnih poti, rastnih 
faktorjev fibroblastov (FGF), kostnih morfogenetskih 
proteinov (BMPs) [15] 
HS 
majhni, z levcinom bogati proteoglikani (SLRP) 
dekorin 
gradnik vezivnih tkiv,  upočasnjevanje rasti nekaterih 
tumorskih celic [16] 
CS/DS 
biglikan 
strukturna funkcija, signaliziranje, sodelovanje pri 
procesih naravne imunosti, pri razvoju kosti ter 
vzdrževanju integritete mišic [17] 
DS/CS 
fibromodulin 
interakcije s kolagenom I in II, inhibicija fibrilogeneze 
(in vitro) [18] 
KS 
lumikan 
gradnik tkiva roženice, sodelovanje pri morfogenezi 
tkiva roženice, vpliv na migracijo epitelijskih celic, 







Glede na tip sladkorja, povezave med sladkorji in številom ter lokacijo sulfatnih skupin 
poznamo štiri glavne skupine GAG: (1) hialuronan, (2) hondroitin sulfat, (3) dermatan 
sulfat in (4) keratan sulfat. Razen hialuronana, najenostavnejšega GAG, ki zapolnjuje 
večino razpoložljivega prostora med embriogenezo in celjenjem ran, so vse ostale oblike 
GAG kovalentno pritrjene na proteine in tvorijo proteoglikane. Pritrjevanje sladkornih 
enot poteka v Golgijevem aparatu v prisotnosti encimov iz skupine glikozil transferaz. V 
času, ko polisaharidna veriga še nastaja, potekajo na mnogih vezanih sladkornih enotah 
tudi že sekundarne modifikacije. Z epimerizacijo se npr. spremeni konfiguracija 
substituentov okoli posameznega ogljikovega atoma v molekuli sladkorja, s sulfonacijo 
pa se še dodatno poveča negativni naboj [20].  
Glikoproteini se od proteoglikanov razlikujejo tako v številu kot v načunu vezave 
sladkorjev v verigo. Zanje so značilne kratke in razvejane oligosaharidne verige, ki 
predstavljajo manjši delež celotne makromolekule. Pri proteoglikanih pa lahko masa 
oligosaharidne verige predstavlja tudi več kot 95 % mase celotne makromolekule [20].  
Zaradi številnih možnosti dolžin GAG, sekundarnih modifikacij disaharidov in pestrosti 
proteinskih jeder, je skupina proteoglikanov izjemno heterogena. Vezava številnih dolgih 
verig GAG lahko vodi v nastanek ogromnih proteoglikanov. Primer so agrekani, ki imajo 
vezanih več kot 100 verig GAG, skupna molekulska masa pa je približno 3 × 106 Da. Na 
drugi strani pa so z levcinom bogati proteoglikani predstavniki majhnih proteoglikanov 
s samo nekaj vezanimi krajšimi verigami GAG [20].  
V ECM proteoglikani interagirajo s številnimi drugimi prisotnimi molekulami in tvorijo 
visokoorganizirane polimerne komplekse. Vezani na fibrilarne proteine aktivno 
sodelujejo pri oblikovanju kompleksne visokospecifične proteinske mreže, ki razmejuje 
intersticijski prostor in celice, in jo imenujemo bazalna lamina. Proteoglikani lahko tudi 
ostanejo vezani na površini celice in so sestavne komponente plazemske membrane. 
Njihovo proteinsko jedro se lahko nahaja v lipidnem dvosloju ali pa je samo pritrjeno na 
površino celice. Najbolje proučen membranski proteoglikan je sindekan. Ta s svojo 
znotrajcelično domeno interagira z aktinskim citoskeletom, na zunajcelični strani pa 
sodeluje pri pritrjevanju celic na komponente ECM, ter preko interakcij s topnimi 







Za predstavnike družine BM-40/SPARC/osteonektin je značilna kombinacija 
folistatinske (FS) in kalcij-vezavne (EC) domene. Glavni predstavnik te družine je 
zunajcelični glikoprotein BM-40, ki veže kalcijeve ione in kolagen [9,22].  
Testikani so družina treh proteinov, testikan-1, -2 in -3. Tako kot vsi člani družine BM-40, 
so sestavljeni iz dveh osrednjih domen: folistatinske (FS) in kalcij-vezavne (EC) domene, 
dodatno pa imajo v smeri proti C-koncu še tiroglobulinsko (TY) domeno. Domenski triplet 
obdajata N- in C-končni regiji (slika 1.2). N-končna regija, ki ima zlasti pri testikanu-2 
prisotne kisle aminokislinske ostanke, ni podobna nobeni drugi do sedaj identificirani 
domeni in jo zato imenujemo tudi unikatna regija. Predvideva se njena vključenost v 
regulacijo aktivacije pro-matričnih metaloproteaz 2 [23]. 
 
 
Slika 1.2: Shematski prikaz organizacije domen v testikanih. Testikani so 
sestavljeni iz  folistatinske domene (FS, zeleno), kalcij-vezavne domene (EC, 
oranžno) in tiroglobulinske domene (TY, modro). N- in C-končni regiji ter regije 
med domenami so prikazane s črno črto. Shema prikazuje zrele oblike testikanov, 
brez signalnih peptidov. Oznaki N in O se nanašata na N- in O-glikozilacijska mesta. 








Slika 1.3: Poravnava zaporedja testikana-2 (T2), testikana-1 (T1) in testikana-3 
(T3). Osrednje domene so obarvane z zeleno (folistatinska domena, FS), oranžno 
(kalcij-vezavna domena, EC) in modro (tiroglobulinska domena, TY). 
Glikozilacijska mesta so označena s kvadrati, cisteinski ostanki so označeni z 
rumeno (UniProt), disulfidne vezi so številčno označene. Poravnava je bila 




Za testikane je značilna visoka ohranjenost aminokislinskega zaporedja in mesta 
pritrditve dolgih verig glikozaminoglikanov (GAG), ki presegajo kar 60 % mase celotne 
molekule. So sicer proteoglikani, a opravljanje bioloških funkcij predvidoma temelji 
predvsem na proteinskem jedru, medtem ko so verige GAG pomembne pri vzdrževanju 
integritete zunajceličnega matriksa [24].  
Vsi trije testikani so zaradi modularne zgradbe predvidoma vključeni v najrazličnejše 
interakcije in opravljajo številne funkcije. Nivo izražanja je najvišji v centralnem živčevju, 
kjer so najverjetneje vključeni v procese razvoja in vzdrževanja živčnega tkiva. 
Pomanjkanje podatkov o njihovih strukturnih ter interakcijskih lastnostih pa se odraža v 
nerazumevanju in nepoznavanju njihove dejanske fiziološke vloge.  
Testikan-1, so prvič izolirali iz človeške semenske tekočine kot proteolitični fragment 
[25]. Kasneje so njegovo prisotnost potrdili še v številnih drugih organih in tkivih; v krvi, 
ledvicah, hrustancu, prostati [26–28]. Najintenzivneje se izraža v možganih [29]. Med 
analizo cDNA knjižnice človeškega zarodka so odkrili testikan-2, ki se pri človeku najbolj 
intenzivno izraža v možganih, pljučih in testisih [30]. Zadnji odkriti predstavnik 
testikanov je testikan-3, ki se podobno kot testikan-1, pri človeku izraža v številnih tkivih 
[31]. Zaporedja vseh treh testikanov so si med seboj identična v približno 50 %, največ v 
področju folistatinske, kalcij-vezavne in tiroglobulinske domene. Ujemanje 
aminokislinskega zaporedja je prikazano na sliki 1.3.  
Znano je, da so testikani vključeni v celično migracijo, adhezijo, proliferacijo in invazijo 
tumorskih celic. Testikan-1 na primer spodbuja proliferacijo in migracijo malignih celic 
in epitelijsko-mezenhimski prehod pri tumorjih pljuč, jeter in žolčnika [32–34], 
vpletenost v celično adhezijo, pa so potrdili na primeru nevronskih celic neuro-2a, ki so v 
prisotnosti testikana-1 izgubile adhezijske lastnosti in sposobnost tvorjenja nevritom 
podobnih izrastkov [35]. 
Trenutni vpogled v strukturne značilnosti testikanov temelji na primerjalnih analizah 
aminokislinskih zaporedij z drugimi sorodnimi proteini. Eden takšnih je predstavnik 
družine BM-40/SPARC/osteonektin, BM-40, s poznano kristalno strukturo para 
osrednjih domen FS–EC, prikazano na sliki  1.4 [36]. BM-40 vsebuje dva motiva EF-dlani 
ter številne vijačnice in zanke, ki tvorijo kompaktno globularno strukturo. S kristalno 
strukturo visoke ločljivosti (3,1 Å) so potrdili, da BM-40 veže 2 kalcijeva iona, ki 
stabilizirata strukturo [36,37]. V področju aminokislinskih ostankov 250–275 se v 
pogojih in vitro ob prisotnosti Ca2+-ionov v koncentracijskem območju 0,2–0,8 mM tvori 
homodimer, ki v fiziološki pogojih najverjetneje ne obstaja, saj za nativno obliko BM-40 




Slika 1.4: Kristalna struktura para FS–EC domen proteina BM-40. S kristalno 
strukturo so potrdili prisotnost klasičnega kalcij-vezavnega motiva (EF-dlan) in 
vezavo kalcijevih ionov v obeh EF-dlaneh [37]. Prikazan je kritstalografski dimer 
para FS–EC domen (prvi par z oranžno, drugi par z zeleno), prvi dve molekuli 
sladkorja, pritrjeni na Asn99 (modri kvadratki) ter Ca2+-ioni, koordinirani v 
zankah EF-dlani (zelene kroglice).  
1.2.1 Testikani in njihove interakcije  
Večdomenska zgradba testikanov je povezana z njihovim visokim interakcijskim 
potencialom, pri čemer je vstopanje v posamezne interakcije odvisno od specifične 
domene. Testikani tako interagirajo z metaloproteazami matriksa membranskega tipa 
(MT-MMP), kolagenom in nekaterimi drugimi proteini (slika 1.5), nekateri testikani pa 
delujejo tudi kot inhibitorji cisteinskih peptidaz [39–41].  
Testikani sodelujejo pri regulaciji aktivacije MMP2, od Zn2+-ionov odvisnih endopeptidaz, 
ki preko proteolitične aktivnosti sodelujejo pri vzdrževanju in preoblikovanju ECM. 
Pomembne so v številnih fizioloških in patoloških procesih. Vključene so v embrionalni 
razvoj in regeneracijo tkiv [42], pa tudi v malignih stanjih [23]. Sintetizirajo se kot 
neaktivni pro-encimi, ob dražljaju pa se aktivirajo v hitri kaskadni reakciji, v katero so 
vključeni številni proteini. Med drugim, naj bi na potek kaskadne aktivacije vplivala tudi 
testikan-1 in testikan-3. Zanju je bilo pokazano da preko interakcije z N-končno domeno 
in vitro inhibirata MT1-MMP in MT3-MMP. Testikan-2 opisano inhibicijo preprečuje in 
posledično vodi v aktivacijo pro-MMP2 [23,43]. 
Vsi testikani imajo kalcij-vezavno domeno, ki je sorodna kalcij-vezavni domeni proteina 
BM-40. Za slednjo so dokazali od kalcija odvisno interakcijo s kolageni tipa I, III, IV in V 
[9]. Tudi testikan-1 interagira s kolageni, interakcija pa je šibkejša in od kalcija neodvisna. 
V interakcijo je vključena kalcij-vezavna domena, ki interagira s kolagenom tipa IV [9].  
Testikani imajo ohranjeno tudi tiroglobulinsko domeno tipa-1, za katero je značilno, da 
lahko deluje kot inhibitor cisteinskih peptidaz. Dokazano je, da TY-domena testikana-1 in 







Slika 1.5: Interakcijska mreža človeških testikanov, pripravljena na osnovi 
eksperimentalnih podatkov iz zbirke STRING. V mrežo interakcij smo vključili vse 
tri testikane, testikan-1 (SPOCK1), testikan-2 (SPOCK2) in testikan-3 (SPOCK3). 
Prikazane so zgolj interakcije, ki so eksperimentalno dokazane, debelina črte, ki 
kaže na direktno interakcijo pa je povezana z zanesljivostjo interakcije. 
Interakcijska mreža je bila pripravljena s programom Cytoscape [45]. 
1.3 Migracija celic 
Med vsemi interakcijami v večceličnih organizmih, so interakcije med celicami najbolj 
temeljne in nujne za nastanek, funkcijo in dinamiko organiziranih večceličnih struktur. 
Interakcije med celicami so lahko neposredne, lahko pa so celice med seboj povezane tudi 
posredno preko komponent zunajceličnega matriksa. Z nastajanjem in prekinjanjem 
medceličnih stikov ter preurejanjem zunajceličnega matriksa, je omogočeno usmerjeno 
premikanje celic po organizmu, ki je ključno za razvoj in rast telesa ter celjenje ran. 
Pritrjevanje celic na druge celice in komponente zunajceličnega matriksa spremeni 
organizacijo in orientacijo celičnega citoskeleta, na ta način pa se celice odzovejo na 
spremembe v njihovi neposredni okolici [46].   
V epitelijih pri pritrjevanju celic na druge celice sodelujejo transmembranski proteini 
kadherini, ki so na znotrajcelični strani pritrjeni na celični citoskelet. Preko homofilnega 
povezovanja kadherinskih molekul, pri katerem se glava enega kadherina poveže z glavo 
kadherina istega tipa na bližnji celici, se oblikujejo močne medcelične interakcije. Ker so 
11 
 
na različnih tipih celic prisotni različni tipi kadherinskih molekul, homofilna narava 
interakcij omogoča selektivno povezovanje sorodnih celic in nadzorovano preurejanje 
tkiv med razvojem. Vrzeli med celicami epitelijskih tkiv zatesnijo tesni stiki, ki jasno 
razmejijo površino apikalne plazemske membrane od bazolateralne in onemogočijo 
nemoteno difuzijo molekul preko celične bariere. Medcelično usklajevanje pa poteka 
preko difuzije malih molekul skozi presledkovne stike, ki jih oblikujejo predvsem klavdini 
[47,48].  
Za omogočanje dinamičnih procesov, ki potekajo v tkivu so potrebni tudi medcelični stiki 
prehodne narave. Pri slednjih sodelujejo selektini, ki se heterofilno vežejo na skupine 
ogljikovih hidratov na celični površini, predstavniki Ig naddružine, kamor sodijo tudi 
ICAMs (ang. intracellular cell adhesion molecules) in VCAMs (ang. vascular cell adhesion 
molecules), in integrini, katerih poglavitna funkcija je sicer pritrjevanje celic na 
komponente ECM, lahko pa sodelujejo tudi pri tvorjenju medceličnih stikov [49].  
Pri migraciji celic gre za usmerjeno gibanje, ki celicam omogoči spremembo položaja v 
tkivu ali med različnimi organi. Takšno aktivno premikanje je izjemno kompleksen 
proces, med katerim celica preureja znotrajcelični skelet in celično membrano, hkrati pa 
se preko adhezije odziva na svojo okolico. Celična migracija ima pri vseh pripadnikih 
živalskega kraljestva ključno vlogo pri številnih patoloških in fizioloških procesih. Med 
zgodnjo embrionalno fazo je kolektivna celična migracija odgovorna za podaljšanje 
telesne osi [50]. Pri vnetju in odgovoru imunskega sistema, levkociti potujejo iz limfnih 
vozlov preko strome do mesta vnetja, kjer zberejo informacije o patogenu, in se vrnejo 
nazaj v limfni sistem kjer zbrane informacije predstavijo [51]. Med celjenjem ran lahko 
epitelijske celice preko koordinirane migracije rano zaprejo še pred nastopom povečane 
proliferacije in sinteze ECM [52]. Pri nastanku metastaz tumorske celice aktivno 
prodirajo v okolico, vstopajo v krvni obtok in migrirajo v oddaljena zdrava tkiva, kjer 
povzročajo sekundarno maligno razraščanje [53]. 
 In vivo celice migrirajo po bazalnih membranah ali vlaknih zunajceličnega matriksa, ex 
vivo pa po površinah različno obdelanih plastičnih vsebnikov, v katerih jih gojimo.  
1.3.1 Mehanizmi celične migracije 
Da se lahko celica po tkivu premika sta potrebni mehanska stabilnosti in notranja 
struktura – citoskelet. Ta je sestavljen iz treh ključnih komponent: aktinskih filamentov, 
intermediarnih filamentov in mikrotubolov. Aktinski filamenti tvorijo močna dolga 
vlakna, ki skupaj z miozinom sestavljajo kontraktilno enoto. Mikrotuboli ohranjajo 
strukturo celice, omogočajo njeno polarnost in znotrajcelični transport ter pomembno 
sodelujejo pri mitozi [54,55]. Intermediarni filamenti pa omogočajo mehansko odpornost 
in elastičnost celičnega ogrodja [56–58].  
Glede na mehanizme, ki jih celice izkoriščajo za spreminjanje svojega položaja, poznamo 
dve obliki migracije (1) ameboidna migracija in (2) mezenhimska migracija. Pri 
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ameboidni migraciji gre za kratkotrajno in relativno šibko interakcijo s substratom. V 
človeškem telesu je značilna predvsem za celice, ki lahko hitro potujejo preko številnih 
organov. Primer takih celic so levkociti in matične celice [59]. Mezenhimska migracija pa 
temelji na specifičnih interakcijah med celicami in ECM, ki v štirih neodvisnih korakih 
omogočijo spreminjanje položaja celice znotraj ECM. Gre za princip »push-and-pull«, ki 
ga povzema slika . Prvič so s takim mehanizmom opisali migracijo fibroblastov po ravni 
površini [60], kasneje pa so jo opazili tudi pri številnih drugih tipih celic v 2- in  
3-dimenzionalnem okolju [61].  
 
Slika 1.6: Štirje koraki celične migracije. 1. Podaljšanje: usmerjena polimerizacija 
aktina vodi do nastanka vodilnega dela. 2. Adhezija: s podaljšanim delom celice 
(lamelopodijem) se preko membranskih receptorjev tvori adhezija z ECM. 3. 
Translokacija: kontrakcija aktomiozina v zadnjem delu celice. 4. Prekinitev stika: 




Usmerjena polimerizacija aktina vodi v polarizacijo celice, zaradi česar na celici nastane 
vodilni del, ki ga imenujemo lamelopodij. Ko celica z vodilnim delom vzpostavi stik z 
ustreznimi ligandi ECM, se preko specifičnih adhezijskih receptorjev (integrini) vzpostavi 
povezava z ligandom, kar povzroči nastanek fokalne adhezije. Odvisno od tipa celice in 
vrste ECM, se lahko na tej stopnji aktivirajo MMP, ki povzročijo proteolizo odvečnega 
ECM. Po vezavi integrinskega receptorja na ligand pride do stabilizacije aktinskih 
filamentov in vezave miozina II. Ta povzroči krajšanje aktinskih vlaken, zaradi česar pride 
do lokalne kontrakcije celice. Po prekinitvi stare adhezije kontraktilne sile omogočijo 
premik celice. Odvisno od tipa celic in okolja v katerem se nahajajo, obstajajo različne 
izpeljanke opisanih korakov, ki pa v osnovi ostanejo enaki [62]. 
1.4 Vloga kalcija v zunajceličnem okolju 
V nasprotju s celičnim citosolom, v katerem so za koncentracijo kalcijevih ionov značilna 
dinamična nihanja, je v matriksu vretenčarjev koncentracija kalcija relativno konstantna 
in visoka. Splošno prepričanje je, da je koncentracija Ca2+-ionov takšna kot v serumski 
plazmi, to je 1,2 mM [63]. Lokalna nihanja v koncentraciji kalcija so v določenih tkivih 
fiziološka in vplivajo na regulacijo funkcije proteinov. Obstaja namreč kar nekaj 
zunajceličnih proteinov, ki so aktivni samo v prisotnosti kalcijevih ionov. Znano je, da je 
vloga kalcija pri teh proteinih predvsem strukturna, okolje v katerem se nahajajo pa 
spodbuja nastanek domen z odpornimi zvitji, ki so dodatno okrepljena z disulfidnimi 
mostički [64]. Ca2+-ioni so pomembni pri adheziji celic na komponente matriksa, ter pri 
nastajanju medceličnih stikov, poleg tega pa so nujni tudi za aktivnost metaloproteaz 
matriksa, ki s svojo aktivnostjo razgrajujejo in preurejajo zunajcelični matriks in tako 
omogočajo deljenje, in migracijo celic, ki sta nujni komponenti fizioloških pa tudi 
patoloških stanj.   
V zunajceličnem okolju so Ca2+-ioni pomembni za adhezijo celic. Pri tej sodelujejo različne 
celične adhezijske molekule, ki jih lahko razdelimo na od kalcija neodvisne adhezijske 
molekule, kamor uvrščamo imunoglobuline, ter od kalcija odvisne adhezijske molekule, 
kamor uvrščamo selektine, integrine in kadherine [48]. Kadherini so primer od Ca2+-
ionov odvisnih adhezijskih molekul, ki tvorijo homofilne povezave in na ta način 
omogočajo tudi medsebojno združevanje različnih celičnih tipov. Vsaka kadherinska 
molekula je sestavljena iz rigidnega centralnega dela in fleksibilne regije, preko katere se 
tvorijo povezave med kadherini istega tipa. Vezava Ca2+-iona v bližini fleksibilne regije 
zmanjšuje fleksibilnost, zaradi česar je kompleks povezanih kadherinskih domen rigiden 
in usmerjen proč od celice, proti sosednji celici. V odsotnosti Ca2+-ionov, pa se povečata 
fleksibilnost in ohlapnost kompleksa kar onemogoči nastanek povezave s kadherinom na 
sosednji celici [48]. Integrini, še en primer od Ca2+-ionov odvisnih adhezijskih molekul, so 
sestavljeni iz dveh nekovalentno povezanih podenot; α- in β-podenote. Obe podenoti sta 
s svojo transmembransko regijo umeščeni v membrano celice, na znotrajcelični strani pa 
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se β-podenota s C-končno regijo pritrdi na filamentni aktin preko adaptorskih proteinov, 
katerih predstavniki so talin, kindilin in vinkulin. Na zunanji strani celice se integrini 
preko N-končnih regij obeh podenot pritrdijo na komponente matriksa, pretežno 
fibronektin. Tvorjenje slednjih povezav pa je odvisno od prisotnosti Ca2+- in Mg2+-ionov v 
zunajceličnem okolju, saj divalentni kationi vplivajo tako na afiniteto kot tudi na 
specifičnost vezave integrinov na zunajcelične ligande [62,65]. 
Komponente zunajceličnega matriksa v svojo okolico izločajo celice, ki si na ta način 
ustvarjajo optimalno okolje za preživetje, in z vezavo na matrične komponente sodelujejo 
pri urejanju strukture matriksa. Za optimalno delovanje tkiv, pa je poleg nastajanja 
zunajceličnega matriksa pomembna tudi njegova razgradnja. Slednja je ključna pri 
celjenju poškodb, nenehno pa poteka tudi pri fizioloških stanjih, kjer so z vzdrževanjem 
ravnovesja med razgradnjo in izgradnjo ECM omogočeni rast in razvoj, ter prilagajanje 
tkiv na spremembe v okolici. Razgradnja matriksa v neposredni bližini celice je nujna v 
procesu deljenja celic, ki omogoča rast in razvoj organizma ter celjenje ran, ter v procesu 
celične migracije, ki je nujna za normalno delovanje imunskega sistema, pa tudi pri 
napredovanju metastaz. Večino proteaz, ki razgrajujejo komponente matriksa lahko 
uvrstimo v dve skupini; serinske proteaze, ki imajo v svojem aktivnem mestu serin, in 
metaloproteaze matriksa, katerih aktivnost je odvisna od vezave Zn2+- ali Ca2+-ionov [42].  
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2 Namen dela in hipoteza 
Testikani so modularni proteoglikani, katerih vloga ter struktura še nista pojasnjeni v 
celoti. V okviru doktorskega raziskovalnega dela smo želeli razjasniti nekatere neznanke 
v povezavi s strukturo in funkcijami testikanov. Cilji našega dela so bili vezani na 
strukturno in biokemijsko analizo testikanov in njihovih interakcij. V ta namen smo  
(1) določili strukturne lastnosti testikanov, pri čemer smo se natančno ukvarjali s 
proteinskim jedrom, (2) preučevali različne interakcije med testikanom-2 in 
potencialnimi interakcijskimi partnerji, pri čemer smo natančno proučevali vezavo 
kalcijevih ionov in njen vpliv na strukturo proteinskega jedra, in (3) z migracijskimi testi 
spremljali vpliv testikanov na celične premike.  
Z raziskovalnim delom smo želeli preveriti veljavnost hipotez, ki smo jih postavili na 
osnovi delno opravljenih raziskav in znanih lastnosti proteinske družine, katere člani so 
testikani. Prva hipoteza predpostavlja, da so N-končne regije testikanov neurejene. Druga 
hipoteza pa predpostavlja, da je proteinsko jedro testikanov v pogojih in vitro vključeno 




3 Materiali in metode 
Za namen karakterizacije testikana-2, smo slednjega pripravili v rekombinantni obliki in 
sicer v celotni dolžini ter skrajšanih oblikah, koraki pa so obsegali molekulsko kloniranje 
(3.1), izražanje proteinov v insektnih celicah ter čiščenje (3.2) in osnovno biokemijsko 
karakterizacijo (3.3). Vezavo kalcijevih ionov na očiščen testikan-2 smo spremljali z 
izotermno titracijsko kalorimetrijo (3.4.1.1) ter v smislu tega izvedli tudi podrobno 
bioinformatsko analizo zaporedij vseh treh testikanov. Vpogled v strukturo testikana-2 
smo dobili z analizo rezultatov ozkokotnega sipanja rentgenske svetlobe (3.4.3). V okviru 
funkcijske karakterizacije smo proučevali vpliv testikana-1 in -2 na migracijo celic v 






3.1 Molekulsko kloniranje 
DNA-konstrukte, potrebne za pripravo različnih rekombinantnih oblik testikana-1 in -2, 
smo pripravili na osnovi zapisov cDNA, navedenih v razdelku Error! Reference source n
ot found.. Na kratko, najprej smo pripravili ekspresijsko kaseto (poglavje 3.1.2), ki je 
vsebovala posamezne elemente (zaporedja z zapisi za signalni peptid, heksahistidinsko 
oznako, cepitveno mesto za proteazo TEV ), jo vstavili v vektor, nato pa v vektor ligirali 
zapise za različne oblike testikanov (poglavje 3.1.3); potek dela je shematsko prikazan na 
sliki 3.1. 
 
Slika 3.1: Shematski prikaz 2-stopenjskega molekulskega kloniranja. Najprej smo 
pripravili ekspresijsko kaseto, ki smo jo vstavili v  prenosni vektor pFastBac1, nato 
pa smo v pripravljen modificiran prenosni vektor vstavili  prilagojene zapise za 




3.1.1 Zapisi cDNA in začetni oligonukleotidi 
3.1.1.1 Zapisi cDNA 
cDNA zapis za človeški testikan-1 (UniProt ID Q08629-1.1) nam je podarila C. J. S. Edgell 
(Univerza v Karolini, ZDA) [26], vsebuje pa zapis za celoten testikan-1 vključno s 
signalnim peptidom (slika 3.2). 
ATGCCGGCGATCGCGGTGTTGGCGGCGGCCGCCGCGGCGTGGTGCTTCCTCCAAGTCGAG 
 M  P  A  I  A  V  L  A  A  A  A  A  A  W  C  F  L  Q  V  E 
AGCCGGCACCTGGACGCGCTCGCCGGAGGCGCGGGCCCCAACCACGGCAATTTCCTAGAC 
 S  R  H  L  D  A  L  A  G  G  A  G  P  N  H  G  N  F  L  D 
AATGACCAGTGGCTGAGCACCGTCTCCCAGTACGACCGGGACAAGTACTGGAACCGCTTT 
 N  D  Q  W  L  S  T  V  S  Q  Y  D  R  D  K  Y  W  N  R  F 
CGAGACGATGATTATTTCAGAAACTGGAATCCCAACAAGCCCTTTGACCAAGCCCTGGAC 
 R  D  D  D  Y  F  R  N  W  N  P  N  K  P  F  D  Q  A  L  D 
CCATCCAAGGACCCCTGCCTGAAGGTAAAATGCAGCCCTCACAAAGTGTGTGTGACCCAG 
 P  S  K  D  P  C  L  K  V  K  C  S  P  H  K  V  C  V  T  Q 
GACTACCAGACCGCCCTGTGTGTCAGCCGCAAGCACCTGCTCCCCAGGCAAAAGAAGGGG 
 D  Y  Q  T  A  L  C  V  S  R  K  H  L  L  P  R  Q  K  K  G 
AACGTGGCCCAGAAACACTGGGTTGGACCTTCGAATTTGGTCAAGTGCAAGCCCTGTCCC 
 N  V  A  Q  K  H  W  V  G  P  S  N  L  V  K  C  K  P  C  P 
GTGGCACAGTCAGCCATGGTCTGCGGCTCAGATGGCCACTCCTACACATCCAAGTGCAAA 
 V  A  Q  S  A  M  V  C  G  S  D  G  H  S  Y  T  S  K  C  K 
TTGGAGTTCCATGCTTGTTCTACTGGCAAAAGCCTCGCCACCCTCTGTGATGGGCCCTGT 
 L  E  F  H  A  C  S  T  G  K  S  L  A  T  L  C  D  G  P  C 
CCCTGTCTCCCAGAGCCTGAGCCACCAAAGCACAAGGCAGAAAGGAGTGCCTGCACAGAC 
 P  C  L  P  E  P  E  P  P  K  H  K  A  E  R  S  A  C  T  D 
AAGGAGTTGCGGAACCTTGCCTCCCGGCTGAAGGATTGGTTTGGAGCTCTCCACGAGGAT 
 K  E  L  R  N  L  A  S  R  L  K  D  W  F  G  A  L  H  E  D 
GCGAACAGAGTCATCAAGCCCACCAGCTCCAACACAGCCCAAGGCAGGTTTGACACTAGC 
 A  N  R  V  I  K  P  T  S  S  N  T  A  Q  G  R  F  D  T  S 
ATCCTGCCCATCTGCAAGGACTCCCTGGGCTGGATGTTCAACAAGTTGGACATGAACTAT 
 I  L  P  I  C  K  D  S  L  G  W  M  F  N  K  L  D  M  N  Y 
GACCTCCTGCTTGACCCTTCAGAGATCAATGCCATCTACCTGGATAAGTACGAGCCCTGT 
 D  L  L  L  D  P  S  E  I  N  A  I  Y  L  D  K  Y  E  P  C 
ATCAAGCCTCTTTTCAACTCGTGTGACTCCTTCAAGGATGGCAAGCTTTCTAACAATGAG 
 I  K  P  L  F  N  S  C  D  S  F  K  D  G  K  L  S  N  N  E 
TGGTGCTACTGCTTCCAGAAGCCTGGAGGTCTCCCTTGCCAGAATGAAATGAACAGAATT 
 W  C  Y  C  F  Q  K  P  G  G  L  P  C  Q  N  E  M  N  R  I 
CAGAAGCTGAGTAAGGGGAAAAGCCTGTTGGGGGCCTTCATACCTCGGTGTAATGAGGAG 
 Q  K  L  S  K  G  K  S  L  L  G  A  F  I  P  R  C  N  E  E 
GGCTATTACAAAGCCACACAGTGCCACGGCAGCACGGGGCAGTGCTGGTGTGTGGACAAA 
 G  Y  Y  K  A  T  Q  C  H  G  S  T  G  Q  C  W  C  V  D  K 
TATGGGAATGAGTTGGCTGGCTCCAGGAAACAGGGTGCTGTGAGCTGTGAAGAGGAGCAG 
 Y  G  N  E  L  A  G  S  R  K  Q  G  A  V  S  C  E  E  E  Q 
GAAACCTCAGGGGATTTTGGCAGTGGTGGGTCCGTGGTCCTGCTGGATGACCTAGAATAT 
 E  T  S  G  D  F  G  S  G  G  S  V  V  L  L  D  D  L  E  Y 
GAACGGGAGCTGGGACCAAAGGACAAAGAGGGGAAGCTGAGGGTGCACACCCGAGCCGTG 
 E  R  E  L  G  P  K  D  K  E  G  K  L  R  V  H  T  R  A  V 
ACAGAGGATGATGAGGATGAGGATGATGACAAAGAGGATGAGGTCGGGTACATATGGTAG 
 T  E  D  D  E  D  E  D  D  D  K  E  D  E  V  G  Y  I  W  - 
Slika 3.2: Nukleotidno in prevedeno aminokislinsko zaporedje za protein  
testikan-1. Z zeleno je označena folistatinska domena (FS), z oranžno kalcij-




cDNA zapis za človeški testikan-2 (UniProt ID Q92563-1.1) smo naročili pri KAZUSA DNA 
Research Institute, Japonska (ID klona KIAA0275) [66], podobno kot zapis za testikan-1 
tudi ta vsebuje zapis za celoten testikan-2 (slika 3.3). 
ATGCGCGCCCCGGGCTGCGGGCGGCTGGTGCTGCCGCTGCTGCTCCTGGCCGCGGCAGCC 
 M  R  A  P  G  C  G  R  L  V  L  P  L  L  L  L  A  A  A  A 
CTGGCCGAAGGCGACGCCAAGGGGCTCAAGGAGGGCGAGACCCCCGGCAATTTCATGGAG 
 L  A  E  G  D  A  K  G  L  K   E  G  E  T  P  G  N  F  M  E 
GACGAGCAATGGCTGTCGTCCATCTCGCAGTACAGCGGCAAGATCAAGCACTGGAACCGC 
 D  E  Q  W  L  S  S  I  S  Q  Y  S  G  K  I  K  H  W  N  R 
TTCCGAGACGAAGTGGAGGATGACTATATCAAGAGCTGGGAGGACAATCAGCAAGGAGAT 
 F  R  D  E  V  E  D  D  Y  I  K  S  W  E  D  N  Q  Q  G  D 
GAAGCCCTGGATACCACCAAGGACCCCTGCCAGAAGGTGAAGTGCAGCCGCCACAAGGTG 
 E   A  L  D  T  T  K  D  P  C  Q  K  V  K  C  S  R  H  K  V 
TGCATTGCCCAGGGCTACCAGCGGGCCATGTGCATCAGTCGCAAGAAGCTGGAGCACAGG 
 C  I  A  Q  G  Y  Q  R  A  M  C  I  S  R  K  K  L  E  H  R 
ATCAAGCAGCCGACCGTGAAACTCCATGGAAACAAAGACTCCATCTGCAAGCCCTGCCAC 
 I  K  Q  P  T  V  K  L  H  G  N  K  D  S  I  C  K  P  C  H 
ATGGCCCAGCTTGCCTCTGTCTGCGGCTCAGATGGCCACACTTACAGCTCTGTGTGTAAG 
 M  A  Q  L  A  S  V  C  G  S  D  G  H  T  Y  S  S  V  C  K 
CTGGAGCAACAGGCGTGCCTGAGCAGCAAGCAGCTGGCGGTGCGATGCGAGGGCCCCTGC 
 L  E  Q  Q  A  C  L  S  S  K  Q  L  A  V  R  C  E  G  P  C 
CCCTGCCCCACGGAGCAGGCTGCCACCTCCACCGCCGATGGCAAACCAGAGACTTGCACC 
 P  C  P  T  E  Q  A  A  T  S  T  A  D  G  K  P  E  T  C  T 
GGTCAGGACCTGGCTGACCTGGGAGATCGGCTGCGGGACTGGTTCCAGCTCCTTCATGAG 
 G  Q  D  L  A  D  L  G  D  R  L  R  D  W  F  Q  L  L  H  E 
AACTCCAAGCAGAATGGCTCAGCCAGCAGTGTAGCCGGCCCGGCCAGCGGGCTGGACAAG 
 N  S  K  Q  N  G  S  A  S  S  V  A  G  P  A  S  G  L  D  K 
AGCCTGGGGGCCAGCTGCAAGGACTCCATTGGCTGGATGTTCTCCAAGCTGGACACCAGT 
 S  L  G  A  S  C  K  D  S  I  G  W  M  F  S  K  L  D  T  S 
GCTGACCTCTTCCTGGACCAGACGGAGCTGGCCGCCATCAACCTGGACAAGTACGAGGTC 
 A  D  L  F  L  D  Q  T  E  L  A  A  I  N  L  D  K  Y  E  V 
TGCATCCGTCCCTTCTTCAACTCCTGTGACACCTACAAGGATGGCCGGGTCTCTACTGCT 
 C  I  R  P  F  F  N  S  C  D  T  Y  K  D  G  R  V  S  T  A 
GAGTGGTGCTTCTGCTTCTGGAGGGAGAAGCCCCCCTGCCTGGCAGAGCTGGAGCGCATC 
 E  W  C  F  C  F  W  R  E  K  P  P  C  L  A  E  L  E  R  I 
CAGATCCAGGAGGCCGCCAAGAAGAAGCCAGGCATCTTCATCCCGAGCTGCGACGAGGAT 
 Q  I  Q  E  A  A  K  K  K  P  G  I  F  I  P  S  C  D  E  D 
GGCTACTACCGGAAGATGCAGTGTGACCAGAGCAGCGGTGACTGCTGGTGTGTGGACCAG 
 G  Y  Y  R  K  M  Q  C  D  Q  S  S  G  D  C  W  C  V  D  Q 
CTGGGCCTGGAGCTGACTGGCACGCGCACGCATGGGAGCCCCGACTGCGATGACATCGTG 
 L  G  L  E  L  T  G  T  R  T  H  G  S  P  D  C  D  D  I  V 
GGCTTCTCGGGGGACTTTGGAAGCGGTGTCGGCTGGGAGGATGAGGAGGAGAAGGAGACG 
 G  F  S  G  D  F  G  S  G  V  G  W  E  D  E  E  E  K  E  T 
GAGGAAGCAGGCGAGGAGGCCGAGGAGGAGGAGGGCGAGGCAGGCGAGGCTGACGACGGG 
 E  E  A  G  E  E  A  E  E  E  E  G  E  A  G  E  A  D  D  G 
GGCTACATCTGG 
 G  Y  I  W 
Slika 3.3: Nukleotidno in prevedeno aminokislinsko zaporedje za protein  
testikan-2. Z zeleno je označena folistatinska domena (FS), z oranžno kalcij-




3.1.1.2 Začetni oligonukleotidi 
Oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pripravo ekspresijske kasete in pomnoževanje 
fragmentov DNA z zapisom za različne oblike testikana-1 in -2, so navedeni v  tabeli 3.1. 
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pripravo vključkov, vsebujejo 
prepoznavna zaporedja za restriktaze BamHI (GGATCC), NheI (GCTAGC), SalI (GTCGAC) 
ali XhoI (CTCGAG), ki so na zaporedjih podčrtana. Stop- in start-kodoni so označeni s 
krepkim tiskom, del zaporedja, ki se ne prilega matrični DNA pa je napisan poševno.   
 
Tabela 3.1: Začetni oligonukleotidi. 





























3.1.2 Priprava ekspresijske kasete  
Za celotno regijo ekspresijske kasete smo naročili sedem začetnih oligonukleotidov, ki so 
v tabeli 3.1 označeni z ExCass. Oligonukleotidi v obeh smereh kodirajo zaporedje 
ekspresijske kasete, ki vsebuje signalni peptid za usmerjanje proteinov v sekretorno pot, 
heksahistidinsko oznako za čiščenje ter cepitveno mesto za proteazo TEV (slika 3.4).  
TACGGATCCATGAAATTTCTGGTGAACGTGGCGCTGGTGTTTATGGTGGTGTATATTAGC 
 -  -  -  M  K  F  L  V  N  V  A  L  V  F  M  V  V  Y  I  S 
TATATTTATGCGGAACCGCCGCCGGGCCCGCATCATCATCATCATCATAGCACCGAAAAC 
 Y  I  Y  A  E  P  P  P  G  P  H  H  H  H  H  H  S  T  E  N 
CTGTATTTTCAGGGCGCTAGC GTCGACTAC 
 L  Y  F  Q  G  A  S  -   
Slika 3.4: Nukleotidno in prevedeno aminokislinsko zaporedje za ekspresijsko 
kaseto. Z vijolično je označen signalni peptid čebeljega melitina, z modro 
heksahistidinska oznaka in z zeleno prepoznavno mesto za proteazo TEV. 
Previsna konca sta označena poševno, prepoznavna mesta restrikcijskih encimov 
(BamHI in SalI) so podčrtana, start-kodon je označen s krepkim tiskom.  
Začetne oligonukleotide ExCass smo pred sestavljanjem fosforilirali, nato pa pripravili 
ekvimolarno zmes vseh sedmih začetnih oligonukleotidov v 10 mM pufru Tris pH 7,4 z 1 
mM MgCl2 in 10 mM NaCl. Zmes smo inkubirali 3 minute pri temperaturi 93 °C in jo nato 
ohladili pri sobni temperaturi. Zaradi majhne velikosti celotne kasete (pričakovana 
velikost 150 bp) smo zmes analizirali s poliakrilamidno gelsko elektroforezo (ang. 
polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) na 15 % TBE-poliakrilamidnem gelu. 
Elektroforeza je potekala 2,5 ure pri napetosti 110 voltov. Gel smo 20 minut barvali v 
raztopini etidijevega bromida in DNA detektirali s pomočjo transiluminatorja. Kos gela z 
ustrezno velikim fragmentom DNA smo izrezali ter razrezali na majhne koščke, ki smo jih 
preko noči inkubirali pri 37 °C v 0,5 M amonijevem acetatu pH 8,0 z 1 mM EDTA. Zatem 
smo vzorce centrifugirali 10 min pri 10.000 × g in iz supernatanta z etanolom oborili DNA, 
ki smo jo na koncu raztopili v pufru TE. 700 ng izolirane DNA smo uporabili kot matrico 
v PCR z začetnima oligonukleotidoma F_ExCass in R_ExCass (tabela 3.1). Sestava 
reakcijske zmesi je navedena v tabeli 3.2, temperaturni profil v tabeli 3.3. 
Tabela 3.2: Sestava reakcijske zmesi za PCR za pripravo 
ekspresijske kasete. 
komponenta  volumen [µL] 
matrična DNA 5 
5'-začetni oligonukleotid (10 µM) 0,5 
3'-začetni oligonukleotid (10 µM) 0,5 
mešanica dNTP (vsak 2 mM) 1 
10 × pufer Pfu 2,5 
dH2O 15,3 





Tabela 3.3: Temperaturni profil PCR za pripravo ekspresijske kasete. 
stopnja reakcije temperatura [°C] čas [min:sek] 
začetna denaturacija 95 1 
denaturacija 95 0:45 
prileganje začetnih oligonukleotidov 55 0:30       × 25 
podaljševanje verige 72 3 
zaključevanje sinteze 72 5 
zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ∞ 
Rekombinantne proteine smo izražali v insektnih celicah, v katere smo zapise vnesli z 
bakulovirusi. Genom slednjih smo v obliki bakmida pripravili v bakterijah, za to pa smo 
najprej pripravili konstrukte po sistemu Bac-to-Bac in sicer na osnovi prenosnega 
plazmidnega vektorja pFastBac1 (slika 3.5). Zapisi, vstavljeni v multiplo klonirno mesto 
(ang. multiple cloning site, MSC), so pod kontrolo polihedronskega promotorja, ki 
omogoča učinkovito izražanje tarčnega proteina v insektnih celicah v srednji oz. pozni 
fazi virusne okužbe. Plazmid vsebuje tudi poliadenilacijski signal SV40, ki omogoča 
ustavitev transkripcije in poliadenilacijo mRNA, ter zaporedji transpozona Tn7 (Tn7R in 
Tn7L), ki omogočata prenos tarčnega zaporedja v bakulovirusni genom s transpozicijo. 
Na plazmidu se nahajata še gena, ki omogočata odpornosti proti antibiotikoma 
gentamicinu in ampicilinu ter s tem selekcijski pritisk pri gojenju bakterijskih celic. Sam 
vektor pFastBac1 smo pred vstavitvijo vključkov z zapisi za različne oblike testikanov 
prilagodili tako, da smo v MSC vstavili zgoraj opisano ekspresijsko kaseto.             
 
 
Slika 3.5: Shema plazmidnega vektorja pFastBac1. Multipla klonirna regija je 






Prilagojen vektor pFastBac1 z vključeno kaseto smo pripravili tako, da smo 75 ng 
vključka, ki ga predstavlja s PCR pomnožena ekspresijska kaseta (tabeli 3.2 in 3.3), 
izolirana iz agaroznega gela (poglavje 3.1.4.4), in 25 ng rezanega vektorja pFastBac1 
(poglavje3.1.4.5) v prisotnosti T4 DNA ligaze ligirali (poglavje 3.1.4.6) pri temperaturi  
16 °C preko noči, in z nastalim konstruktom transformirali (poglavje 3.1.4.7) celice 
bakterije E. coli DH5α. Kolonije bakterij, ki so vsebovale ekspresijsko kaseto, smo 
identificirali s PCR na osnovi kolonije (poglavje 3.1.4.2).  
Za pomnoževanje plazmidov (poglavje 3.1.4.8) smo uporabljali bakterije E. coli DH5α z 
genotipom SupE44 ΔlacU169 (Φ80 lacZ ΔM15) hdsR17 recA1 gyrA96 thi-1 relA1. Zaradi 
okvarjenega gena hdsR17 imajo celice teh bakterij zmanjšano nukleazno aktivnost do tuje 
DNA, zaradi česar so primerne za vzdrževanje in pomnoževanje vnesene plazmidne DNA.  
Bakterije E. coli smo gojili v tekočem gojišču LB (Luria-Bertani), ki vsebuje 1 % (m/v) 
kazeinskega hidrolizata, 0,5 % (m/v) kvasnega ekstrakta in 1 % (m/v) NaCl. V primeru 
priprave trdnega gojišča smo tekočemu gojišču dodali agar do končne 1,5 % (m/v) 
koncentracije. Sestavine smo raztopili v vodi, ter gojišče avtoklavirali. V ohlajeno gojišče 
(~55 °C) smo za selekcijo transformiranih bakterijskih celic DH5α gojišču dodali 
antibiotik ampicilin (50 µg/ml), za selekcijo bakterijskih celic DH10MultiBac po 
transpoziciji (poglavje 3.1.5.1) pa smo dodali antibiotike kanamicin (50 µg/ml), 
gentamicin (7 µg/ml) in tetraciklin (10 µg/ml) ter X gal (100 µg/ml) in IPTG (40 µg/ml). 
3.1.3 Priprava konstruktov testikanov 
Pripravili smo 4 različne konstrukte, ki so kodirali različne oblike testikana-1 in 
testikana-2 (tabela 3.4): T1ΔC (aminokislinski ostanki 22–379) z zapisom za testikan-1 
skrajšanim za neurejeno C-končno domeno, T2ΔC (aminokislinski ostanki 23–379) z 
zapisom za testikan-2 skrajšanim za neurejeno C-končno domeno, T2ΔNC 
(aminokislinski ostanki 84–379) z zapisom za testikan-2 skrajšanim za N-končno 
domeno in neurejeno C-končno domeno, in T2 (aminokislinski ostanki 23–424) z 
zapisom za celoten testikan-2. 
 
Tabela 3.4: Oblike testikanov, ki smo jih pripravili. N in C označujeta N- in C-
končno regijo, oznake FS, EC in TY pa folistatinu podobno domeno, zunajcelično 




(številčenje po UniProt) 
regije, domene 
testikan-1 T1ΔC 22–369 N–FS–EC–TY 
testikan-2 
T2 23–424 N–FS–EC–TY–C 
T2ΔC 23–379 N–FS–EC–TY 




Da bi olajšali izolacijo in identifikacijo proteina po izražanju smo na N-konec vseh 
konstruktov uvedli nekatere oznake in signalne peptide, ki so del ekspresijske kasete 
(poglavje 3.1.2). Slednja je sestavljena iz (1) zaporedja signalnega peptida čebeljega 
melitina, ki usmerja nastajajoči protein v zunajcelični prostor, (2) heksahistidinske (His6) 
oznake, ki omogoča izolacijo rekombinantnega proteina z nikljevo afinitetno 
kromatografijo, in (3) cepitvenega mesta za proteazo TEV, s katero smo heksahistidinsko 
oznako odstranili takoj po začetni stopnji čiščenja (nikljeva afinitetna kromatografija).  
Ustrezno regijo cDNA z zapisom za posamezni testikan (sliki 3.2 in 3.3) smo pomnožili z 
verižno reakcijo s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR). Pri reakciji smo 
uporabili začetne oligonukleotide (tabela 3.1), s katerimi smo omejili področje 
pomnoževanja in sočasno uvedli restrikcijska mesta na 5'- in 3'-koncih. Reakcijsko zmes 
smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (ang. agarose gel electrophoresis, AGE) in 
po detekciji izrezali področje gela z ustrezno velikim fragmentom DNA, ki smo ga izolirali 
in očistili (poglavji 3.1.4.3 in 3.1.4.4). Očiščen fragment smo po rezanju z restriktazami 
(poglavje 3.1.4.5) vstavili v modificiran prenosni vektor pFastBac1_ExCass in z nastalim 
konstruktom transformirali celice bakterije E. coli DH5α (poglavje 3.1.4.7). Kolonije 
bakterij, ki so vsebovale želeni vključek smo identificirali s PCR na osnovi kolonije 
(poglavje 3.1.4.2). Iz identificiranih klonov smo izolirali plazmidno DNA (poglavje 3.1.4.8) 
in preverili nukleotidno zaporedje vključka (poglavje 3.1.4.9). Na osnovi prenosnih 
konstruktov smo s transpozicijo pripravili rekombinantne bakuloviruse (poglavje 3.1.5), 
ki smo jih uporabili za izražanje rekombinantnih proteinov v insektnih celicah (poglavje 
3.1.6 in 3.2.1).  
Za pripravo vseh štirih konstruktov smo uporabili enak temperaturni profil reakcije, ki je 
naveden v tabeli 3.6. Sestave reakcijskih zmesi, ki smo jih uporabili za pripravo 
konstruktov so navedene v tabeli 3.5, začetni oligonukleotidi, ki so tudi edina 
spremenljivka v reakcijskih zmeseh za pripravo različnih konstruktov,  pa v tabeli 3.1. Za 
pripravo T1ΔC smo uporabili kombinacijo začetnih oligonukleotidov T1F1_22 in 
T1R1_379, za pripravo T2 kombinacijo začetnih oligonukleotidov T2F1_23 in T2R2_424, 
za pripravo T2ΔC kombinacijo začetnih oligonukleotidov T2F1_23 in T2R1_379, ter za 
pripravo T2ΔNC kombinacijo začetnih oligonukleotidov T2F2_84 in T2R1_379. 







Tabela 3.5: Sestava reakcijske zmesi za PCR za pomnoževanje 
fragmentov DNA z zapisom za različne oblike testikanov. 
komponenta  volumen [µL] 
matrična DNA 0,5-1 
5'-začetni oligonukleotid (10 µM) 2,5 
3'-začetni oligonukleotid (10 µM) 2,5 
mešanica dNTP (vsak 2 mM) 2,5 
10 × pufer Pfu 2,5 
dH2O 13,8 
polimeraza Pfu (1U/µl) 0,2 
∑ 25 
 
Tabela 3.6: Temperaturni profil PCR za pomnoževanje fragmentov DNA z 
zapisom za različne oblike testikanov. 
reakcija  temperatura [°C] čas [min] 
začetna denaturacija 95 2 
denaturacija 95 1 
prileganje začetnih oligonukleotidov 55 1               × 25 
podaljševanje verige 72 4 
zaključevanje sinteze 72 10 
zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ∞ 
 
3.1.4 Uporabljene tehnike molekulskega kloniranja 
Pri pripravi ekspresijske kasete, modificiranega prenosnega vektorja pFastBac1_ExCass, 
različnih konstruktov testikanov, pa tudi pri pripravi rekombinantnih bakulovirusov smo 
uporabljali tehnike molekulskega kloniranja, ki so podrobneje opisane v spodnjih 
podpoglavjih. Encimi, ki smo jih uporabljali, so bili od proizvajalca Thermo Scientific 
(ZDA). 
3.1.4.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižno reakcijo s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR) smo uporabljali za 
pomnoževanje tarčnih zaporedij DNA. Zaporedja smo pomnoževali v sklopu 
molekulskega kloniranja, ko smo pripravljali ekspresijsko kaseto ter uvajali določene 
modifikacije in pripravljali zadostno količino DNA (opisano v predhodnih poglavjih), in v 
sklopu identifikacije konstruktov z vključki (PCR na osnovi kolonije, opisano v 
nadaljevanju). Reakcija temelji na zaporedju treh temperaturno odvisnih reakcij: (1) 
denaturacija dvoverižne verige DNA, (2) pripenjanje oligonukleotidov na konca obeh 
verig in (3) podaljševanje verige DNA s termostabilno DNA polimerazo. Da pridobimo 
ustrezno količino DNA cikel treh reakcij ponovimo 20- do 30-krat.  
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3.1.4.2 PCR na osnovi kolonije 
Za hitro identifikacijo kolonij bakterij, ki so sprejele plazmid z vključkom smo uporabljali 
različico osnovne metode PCR, pri kateri čisto matrično DNA nadomesti kolonija z agarne 
plošče. Pri tej tehniki je potrebna 10-minutna začetna inkubacija pri temperaturi 95 °C, 
med katero bakterijske celice razpadejo in sprostijo DNA, ki nato služi kot matrica. 
Posamezno kolonijo smo z zobotrebcem prenesli v reakcijsko zmes (brez dodane 
polimeraze), navedeno v tabeli 3.7, in PCR izvedli po temperaturnem profilu, navedenem 
v tabeli 3.8. Kot začetne oligonukleotide smo uporabljali F_ExCass ali R_ExCass v 
kombinaciji s 3' ali 5'-začetnimi oligonukleotidi različnih konstruktov testikanov  
(tabela 3.1). 
Tabela 3.7: Sestava reakcijske zmesi za PCR na osnovi kolonije. 
komponenta  volumen [µL] 
kolonija  
5'-začetni oligonukleotid (10 µM) 2 
3'-začetni oligonukleotid (10 µM) 2 
mešanica dNTP (vsak 2 mM) 2 
10 × pufer Taq 2 
dH2O 9 
10 × redčena polimeraza Taq (1U/µl)* 1 
∑ 20 
* Taq polimerazo smo dodali po začetni denaturaciji 
 
Tabela 3.8: Temperaturni profil za PCR na osnovi kolonije.  
reakcija  temperatura [°C] čas [min] 
začetna denaturacija 95 10 
denaturacija 95 1 
prileganje začetnih oligonukleotidov 55 1              × 30 
podaljševanje verige 72 4 
zaključevanje sinteze 72 10 
zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ∞ 
 
Po končanem programu smo celotnemu volumnu reakcijske zmesi dodali nanašalni pufer 
za agarozno gelsko elektroforezo in reakcijsko zmes analizirali na agarozni gelski 
elektroforezi. Molekulsko kloniranje smo nadaljevali s kolonijo, ki je vsebovala vključek 
želene velikosti. 
3.1.4.3 Agarozna gelska elektroforeza  
AGE je metoda, ki temelji na ločevanju fragmentov DNA na osnovi njihove mobilnosti v 
agaroznem gelu pod vplivom enosmernega električnega toka. Uporabljali smo jo za 
analizo PCR zmesi in čiščenje fragmentov DNA. Glede na velikost fragmentov, ki smo jih 
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nameravali ločevati, smo pripravili primerno zamrežen agarozni gel (1-4 %). Ustrezno 
količino agaroze smo v pufru TAE (40 mM Tris pH 8,3, 20 mM Na-acetat, 1 mM EDTA) 
raztopili s segrevanjem do vretja. Po ohladitvi smo raztopljeni agarozi dodali interkalator 
etidijev bromid (1 µg/ml), ki smo ga uporabljali za detekcijo DNA, in zmes vlili v 
elektroforezno kadičko. Elektroforeza je potekala pri standardnih pogojih – pri napetosti 
12 V/cm gela  do želene ločitve fragmentov DNA. Rezultat ločevanja smo opazovali na 
transluminatorju pri svetlobi z valovno dolžino 312 nm in približne velikosti fragmentov 
določili s pomočjo primerjalnih lestvic (GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus ali GeneRuler 
1 kb DNA Ladder).  
3.1.4.4 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Kadar namen elektroforeze ni bila le analiza reakcijske zmesi in iskanje pozitivnih kolonij 
bakterijskih celic, ampak smo ločen fragment potrebovali za nadaljevanje dela, smo 
področje gela z ustrezno velikim fragmentom DNA izrezali in iz njega fragment izolirali s 
setom reagentov QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Nemčija) po navodilih 
proizvajalca.  
3.1.4.5 Rezanje DNA z restriktazami 
DNA smo rezali z restriktazami v okviru priprave modificiranega vektorja s kaseto in 
vstavljanja vključkov z zapisom za različne oblike testikanov v tak modificiran vektor.  
Za pripravo modificiranega plazmidnega vektorja pFastBac1_ExCass smo vektor 
pFastBac1 pripravili v večjih količinah tako, da smo ga izolirali iz prekonočnih kultur 
tranformiranih bakterijskih celic DH5α (poglavji 3.1.4.7 in 3.1.4.8). Fragmente DNA z 
zapisom za ekspresijsko kaseto smo pomnožili s PCR (tabeli 3.2 in 3.3) in jih očistili z 
izolacijo iz agaroznega gela (poglavji 3.1.4.3 in 3.1.4.4). Vektor pFastBac1 in fragment 
DNA z zapisom za ekspresijsko kaseto smo sočasno rezali z restriktazama BamHI in SalI. 
Reakcijska zmes je predstavljena v tabeli 3.9.  
V okviru priprave plazmidov z vključki z zapisom za testikane smo najprej modificiran 
plazmidni vektor pFastBac1_ExCass pripravili v večjih količinah in sicer tako, da smo ga 
izolirali iz prekonočnih kultur transformiranih bakterijskih celic DH5α (poglavji 3.1.4.7 
in 3.1.4.8). Fragmente DNA z zapisi za različne oblike testikanov smo pomnožili s PCR 
(tabeli 3.5 in 3.6) in jih očistili z izolacijo iz agaroznega gela (poglavji 3.1.4.3 in 3.1.4.4). 
Modificiran plazmidni vektor in fragmente DNA z zapisi za testikane smo rezali z 
restriktazama NheI in XhoI v dveh zaporednih restrikcijskih reakcijah, katerih reakcijski 
zmesi sta predstavljeni v tabeli 3.10.  
Rezanje pFastBac1 in pFastBac1_ExCass je bilo mogoče zato, ker sta prepoznavni 
zaporedji za izbrane restriktaze del MCS, rezanje fragmentov DNA pa je bilo mogoče, saj 
smo prepoznavna mesta restrikcijskih encimov uvedli z oligonukleotidi v okviru PCR 




Tabela 3.9: Sestava in potek restrikcijske reakcije za 
pripravo pFastBac1_ExCass. 
komponenta  
DNA (vključek ali vektor) 1 µg 
10 × pufer 3  3 µl 
restriktaza NheI 0,7 µl 
restriktaza SalI 0,7 µl 
∑ 30 µl 
inkubacija 1 h pri 37 °C 
 
 
Tabela 3.10: Sestava in potek restrikcijske reakcije 
za pripravo konstruktov testikanov.  
komponenta  
DNA (insert ali vektor) 1 µg 
10 × pufer Tango 3 µl 
restriktaza NheI 0,7 µl 
∑ 30 µl 
inkubacija 1 h pri 37 °C 
 
10 × pufer Tango 3,75 µl 
restriktaza XhoI 0,7 µl 
∑ 34,5 µl 
inkubacija 1 h pri 37 °C 
 
 
3.1.4.6 Ligacija vključkov v vektorje  
Po končani restrikcijski reakciji (poglavje 3.1.4.5) smo zmes analizirali z AGE in 
fragmente ustrezne velikosti izolirali iz gela (poglavji 3.1.4.3 in 3.1.4.4). Očiščen rezan 
fragment DNA z zapisom za ekspresijsko kaseto smo ligirali v očiščen rezan vektor 
pFastBac1. Po ligaciji je nastal modificiran prenosni vektor pFastBac1_ExCass. Očiščene 
rezane fragmente DNA z zapisi za različne testikane smo ligirali v očiščen rezan 
modificiran vektor pFastBac1_ExCass. Po ligaciji so nastali različni konstrukti testikanov 
v fuziji z ekspresijsko kaseto na N-koncu: pFastBac1_ExCass-T1ΔC, pFastBac1_ExCass-T2, 
pFastBac1_ExCass-T2ΔC in pFastBac1_ExCass-T2ΔNC. Reakcijska zmes za pripravo vseh 
konstruktov testikanov je bila enaka zmesi za ligiranje ekspresijske kasete in je prikazana 




Tabela 3.11: Sestava in potek ligacije. 
komponenta  
rezan vektor 25 ng 
rezan vključek 75 ng 
10 × ligacijski pufer 1 µl 
DNA-ligaza T4  0,5 µl 
∑ 10 µl 
inkubacija 1 h pri sobni temperaturi 
 
3.1.4.7 Transformacija bakterijskih celic s plazmidno DNA 
Z ligacijsko zmesjo smo neposredno po inkubaciji transformirali kompetentne 
bakterijske celice E. coli. Pri tem smo uporabljali uveljavljen postopek vnosa DNA v 
kemično obdelane bakterijske celice [67]. 200 µl celic smo odtalili na ledu, jim dodali 10 
µl ligacijske zmesi in inkubirali na ledu 30 min. Sledil je temperaturni šok 45 s pri 
temperaturi 42 °C. Zatem smo celice 2 min hladili na ledu, jim dodali 800 µl gojišča LB 
brez antibiotikov in stresali 1 uro pri 37 °C. 200 µl suspenzije smo razmazali na ploščo LB 
z ampicilinom in jo inkubirali preko noči pri 37 °C.  
3.1.4.8 Izolacija plazmidne DNA iz bakterijskih celic 
Za izolacijo plazmidne DNA smo bakterijske celice E. coli DH5α inokulirali v 10 ml 
tekočega gojišča z dodanim antibiotikom ampicilinom (50 µg/ml) in jo preko noči stresali 
pri 37 °C. Plazmidno DNA smo iz suspenzijske kulture izolirali s kompletom reagentov 
Monarch® Plasmid Miniprep Kit (New England BioLabs, ZDA).  
3.1.4.9 Preverjanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja vključka 
Nukleotidno zaporedje vključkov smo preverjali pri podjetju GATC Biotech AG, Eurofins 
Scientific, Nemčija. Za sekvenciranje vključkov smo uporabljali začetna oligonukleotida 
pFastBac_Forward (sekvenciranje z začetka vključka) in pFastBac_Reverse 
(sekvenciranje s konca vključka; tabela 3.12).  
Tabela 3.12: Začetni oligonukleotidi za določevanje nukleotidnega zaporedja. 








3.1.5 Priprava rekombinantnih bakulovirusov 
Rekombinantne bakuloviruse smo pripravili s sistemom »Bac-to-Bac Baculovirus 
Expression System« (Life Technologies, ZDA), po katerem se vključek, ki kodira tarčni 
protein, s transpozicijo prenese iz vektorja pFastBac1 (v našem primeru iz 
modificiranega vektorja pFastBac1_ExCass) v ustrezno spremenjen bakmid [68]. Bakmid, 
uporabljen v postopku, je prilagojena DNA virusa AcMNPV (multipli jedrni virus 
polihedroze Autographa californica). Uporabljene bakterije E. coli DH10MultiBac, ki 
vsebujejo bakmid so komercialno dostopne (Multibac, Geneva Biotech).     
3.1.5.1 Transpozicija in izolacija bakmidov  
Bakmid je sestavljen iz številnih elementov, med drugim replikona mini-F (7kb), ki 
omogoča replikacijo, vzdrževanje in stabilen prenos bakmida v deleče celice, ter 
transpozicijskih mest Tn7, lociranih v bralnem okvirju lacZα, ki služijo enostavnemu 
vstavljanju tuje DNA v bakmid in sočasni identifikaciji pozitivnih in negativnih 
transformant (belo–modri test). Potek transpozicije omogočata dve donorski 
transpozicijski mesti na dostavnem plazmidu, bakmid z akceptorskimi transpozicijskimi 
mesti in pritrditvenim mestom za transpozazo Tn7, ter pomožni plazmid z zapisom za 
encim transpozazo [69].  
3.1.5.2 Identifikacija rekombinantnih bakmidov  
Pri transpoziciji pride do prenosa dela donorskega plazmida med mestoma Tn7 v bakmid 
in sicer med akceptorska mesta Tn7. S tem se velikost bakmida po transpoziciji poveča 
za del donorskega plazmida med mestoma Tn7, ki vsebuje tudi vključek. Če torej 
poznamo velikost vključka lahko uspešnost transpozicije ugotavljamo z metodo PCR, kjer 
pomnožujemo del bakmida med akceptorskima mestoma Tn7 – iz velikosti produkta 
namreč lahko ugotovimo, ali je do transpozicije sploh prišlo, prav tako pa posredno 
potrdimo prisotnost vključka ustrezne velikosti v rekombinantnem bakmidu.  
3.1.6 Transfekcija insektnih celic 
Insektne celice Sf9 smo, zaradi nestabilnosti bakulovirusov na svetlobi, gojili v temi pri 
temperaturi 27 °C na ploščah s šestimi vdolbinicami, v mediju Insect-Xpress (Lonza, 
Švica), brez dodanega seruma in antibiotikov. V vsako vdolbinico smo nacepili 106 celic v 
1 ml medija. Po 30 min (v tem času so se celice pritrdile) smo dodali po navodilih 
proizvajalca pripravljeno transfekcijsko mešanico sterilne bakmidne DNA in 
transfekcijskega reagenta. Uporabili smo transfekcijski reagent Turbofect (Thermo). 
Transfekcijsko zmes smo odstranili po 5-urni inkubaciji v temi pri 27 °C in jo zamenjali s 
svežim gojiščem.  
Po vstopu bakmida v insektno celico se začne prepisovanje genov, ki so na njem. V zgodnji 
fazi potekata duplikacija in transkripcija virusne DNA ter sinteza proteinov, vključenih v 
organizacijo DNA v virusne delce, v pozni fazi pa virioni zapuščajo celice in okužijo druge 
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celice. Pred to končno fazo virusne okužbe prihaja do sinteze proteinov pozne faze – pri 
divjem tipu virusa bi to bil polihedrin, ki omogoča urejeno nalaganje virusov v kristalom 
podobne strukture, rekombinantni bakulovirusi pa imajo ta gen okvarjen. Namesto tega 
pride do sinteze rekombinantnega proteina, zapis za katerega se nahaja na vnesenem 
vključku, prepisovanje slednjega pa je pod kontrolo polihedrinskega promotorja. Pri 
rekombinantnih bakulovirusih pride tudi do sinteze GFP, zapis za katerega je prav tako 
vstavljen v rekombinantni bakmid, kar nam omogoča spremljanje uspešnosti okužbe 
celic z virusi z uporabo fluorescenčne mikroskopije, kar je prikazano na sliki 3.6. Poleg 
fluorescence smo pri okuženih celicah zaznali tudi patološke znake okužbe z bakmidom 
– celice so postale večje, bolj okrogle, pogosto je prišlo do celične lize.  
 
 
Slika 3.6: Mikroskopska slika okuženih celic. Po uspešni transfekciji, se poleg 
rekombinantnega proteina izraža tudi zeleni fluorescentni protein, zato lahko 
uspešnost postopka preverjamo s fluorescenčno mikroskopijo. 
3.1.7 Pomnoževanje bakulovirusov 
Bakuloviruse, ki so nastali po transfekciji insektnih celic (bakulovirusna suspenzija V0) 
smo hranili v temi pri 4 °C. Zaradi velike količine bakulovirusov, ki so potrebni za 
izražanje rekombinantnih proteinov v velikem merilu, sta bili potrebni dve amplifikaciji. 
Za pomnoževanje bakulovirusov smo insektne celice Sf9 gojili v temi pri temperaturi 27 
°C v stresalnem inkubatorju v obliki suspenzijskih kultur. Uporabili smo medij Insect-
Xpress (Lonza, Švica), brez dodanega seruma in antibiotikov. 30 ml suspenzijske celične 
kulture z gostoto 106 celic/ml smo dodali 500 µL suspenzije bakulovirusov (V0) in celice 
gojili tri dni. Po treh dneh smo zbrali medij, v katerem so se nahajali bakulovirusi, virusni 
titer pa je bil višji kot v izhodni suspenziji – to je suspenzija V1. Po še enem ciklu 
amplifikacije, kjer smo 100 ml suspenzijske celične kulture z gostoto 1,4 × 106 celic/ml 
dodali 100 µL suspenzije bakulovirusov V1 in celice gojili tri dni, smo dobili suspenzijo 





3.2 Priprava rekombinantnih proteinov  
3.2.1 Izražanje rekombinantnih proteinov 
Vse rekombinantne proteine smo izražali v bakulovirusnem ekspresijskem sistemu in 
sicer v suspenzijskih kulturah insektnih celic Sf9, gojenih v brezserumskem gojišču 
Insect-Xpress brez dodanega antibiotika. Celice smo gojili v temi v sterilnih steklenih 
erlenmajericah z improviziranim zamaškom iz aluminijaste folije. Gojili smo jih ob 
stresanju s hitrostjo 150 obratov/min pri temperaturi 27 °C. Pri enakih pogojih smo 
pripravili tudi suspenzije bakulovirusov, ki smo jih uporabljali za okuževanje celic 
(poglavje 3.1.7) in posledično izražanje proteinov. Začetna gostota celične kulture ob 
dodatku suspenzije bakulovirusov je bila 1,9 × 106 celic/ml, multipliciteta infekcije je bila 
5. Po dodatku virusne suspenzije smo celice gojili 72 h.  
Izražanje proteinov smo spremljali z analizo vzorcev kultur z NaDS-PAGE in 
imunodetekcijo s protitelesi anti-His6-HRP. 
3.2.2 Izolacija rekombinantnih proteinov    
Zaradi signalnega peptida čebeljega melitina, uvedenega z ekspresijsko kaseto, so se 
proteini po izražanju nahajali v zunajceličnem prostoru, zaradi česar smo jih lahko 
izolirali iz medija v katerem smo gojili celice.  
Po izražanju smo kulturo okuženih celic centrifugirali 10 min pri 6.000 × g pri 
temperaturi 4 °C. Z dodajanjem 2 M raztopine pufra Tris/HCl pH 8,0 smo pH mešanice 
nastavili na to isto vrednost, dodali pa smo tudi založno raztopino inhibitorja serinskih 
proteaz PMSF; do  končne koncentracije 0,1 mM z namenom zmanjšanja razgradnje 
proteinov med izolacijo. Nekaj komponent gojišča se je tekom te faze oborilo, odstranili 
smo jih z 20 min centrifugiranjem pri 10.000 × g pri temperaturi 4 °C. Iz tako 
pripravljenega medija smo proteine izolirali z nikeljevo afinitetno kromatografijo.   
3.2.2.1 Nikeljeva afinitetna kromatografija 
1200 ml pripravljenega medija smo nanesli na predpakirano kolono z nosilcem za 
nikeljevo afinitetno kromatografijo volumna 5 ml-cOmplete His-Tag Purification Column 
(Roche, Švica). Pred nanosom vzorca smo kolono sprali s 5 volumni kolone (ang. column 
volume, CV) dH2O in s 5 CV pufra iMAC_B. Po nanosu smo s pufrom iMAC_B iz kolone sprali 
nevezane komponente, z gradientom pufra iMAC_E pa smo eluirali vezane proteine. 
Sestava raztopin, ki smo jih uporabljali pri izolaciji testikanov, je zbrana v tabeli 3.13. 
Spiranje pred in po nanosu ter sam nanos vzorca so potekali s peristaltično črpalko pri 
pretoku 4 ml/min in  pri temperaturi 4 °C, za elucijo pa smo uporabili sistem za 
tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov AKTA (angl. Fast Protein Liquid 




3.2.2.2 Dializa in cepitev s proteazo TEV 
Po nikeljevi afinitetni kromatografiji smo vsebnost proteinov v izbranih frakcijah 
preverili z NaDS-PAGE. Ker v zbranih frakcijah nismo zaznali večjih nečistoč, smo 
nadaljevali z dializo pri kateri smo sočasno odstranili imidazol in opravili cepitev s 
proteazo TEV (mutanta S2256N). S slednjo smo z izoliranih proteinov odstranili 
heksahistidinsko oznako. V dializnem črevesu smo pripravili cepitveno mešanico v 
masnem razmerju proteaza TEV : substrat = 1 : 50. Dializa je potekala preko noči pri 
temperaturi 4 °C proti dializnemu pufru TEV_c (tabela 3.13). Po dializi smo cepitveno 
mešanico s peristaltično črpalko nanesli na 1 ml-predpakirano kolono cOmplete His-Tag 
Purification Column (Roche, Švica) in  proteine brez heksahistidinske oznake zbrali v 
nevezani frakciji.   
Tabela 3.13: Sestava pufrov za izolacijo testikanov.  
iMAC_B  
50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl  
iMAC_E  
50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 500 mM Imidazol  
TEV_c 
50 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 3 mM EDTA 
SEC_200  
20 mM HEPES (pH 7,4), 130 mM NaCl, 3 mM CaCl2*  
* CaCl2 nismo dodali v primeru priprave vzorca brez kalcijevih ionov  
 
3.2.2.3 Gelska izključitvena kromatografija 
Zadnja stopnja čiščenja je bila gelska izključitvena kromatografija (ang. size exclusion 
chromatography, SEC), ki je potekala na predpakirani koloni Superdex 200 Increase 
10/300 (GE Healthcare, ZDA). Pred nanosom smo vzorec proteina koncentrirali s 
centrifugalnimi koncentratorji Amicon® do končne koncentracije 10 mg/ml, kolono pa 
smo ekvilibrirali v pufru SEC_200 (tabela 3.13). Na kolono smo nanesli največ 400 µl 
koncentriranega vzorca. Ločevanje vzorca smo spremljali s sistemom Akta FPLC (GE 
Healthcare, ZDA). Očiščene vzorce proteinov smo alikvotirali in do nadaljnje 




3.3 Karakterizacija rekombinantnih proteinov  
3.3.1 Elektroforezna analiza proteinov  
Da bi kvalitativno določili sestavo proteinskih vzorcev, smo vzorce analizirali na 
poliakrilamidni gelski elektroforezi (ang. polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) pod 
denaturirajočimi pogoji (prisotnost detergenta NaDS) – NaDS-PAGE, ki smo jo izvajali po 
ustaljenih postopkih. Z NaDS-PAGE smo spremljali sestavo proteinskih vzorcev po vsaki 
stopnji čiščenja. Vzorcem smo pred nanosom dodali nanašalni pufer z NaDS in reducentom 
2-merkaptoetanol (BME), ter jih termično obdelali s kuhanjem 5 min pri temperaturi 95 °C. 
Tako pripravljene vzorce smo nanesli na poliakrilamidni gel. Elektroforeza je potekala pri 
stalnem toku 35 mA/gel, po ločevanju proteinov pa smo gel bodisi barvali v barvalni 
raztopini (tabela 3.14) ali pa izvedli prenos proteinov po western-u (poglavje 3.3.3).  
3.3.2 Obarjanje proteinov s triklorocetno kislino  
Da bi preverili uspešnost izražanja rekombinantnih proteinov, smo po izražanju v majhnem 
merilu (200 ml) s triklorocetno kislino (ang. trichloroacetic acid, TCA) oborili in 
skoncentrirali proteine. 1 ml celične suspenzije smo dodali 250 µl 40 % TCA, suspenzijo 1 
uro pustili na ledu nato pa centrifugirali 10 min pri 14.000 × g. Supernatant smo odstranili 
in oborino sprali s 500 µl hladnega etanola ter s tem odstranili tudi soli. Oborino smo 
posušili in jo raztopili v pufru za nanos na NaDS-PAGE. 
 
Tabela 3.14: Sestava raztopin pri elektroforeznih tehnikah.  
6 × nanašalni pufer  
0,363 g Tris, pH 8,0, 0,3 g NaDS, 0,1116 g EDTA, 400 µl BME, 6 ml glicerola, 
30 mg bromfenol modro  
10 × NaDS 
30 g Tris/HCl, 144 g glicin, 10 g NaDS, do 1 l H20  
barvalna raztopina 
10 % ocetna kislina, 60 % metanol, 2,5 g/l Coomassie Brilliant Blue 
razbarvalna raztopina 
20 % ocetna kislina, 75% etanol 
WB 
192 mM glicin, 25 mM Tris, 20 % (v/v) metanol 
PBS  




3.3.3 Identifikacija rekombinantnih proteinov s protitelesi 
Oborjene proteine smo ločili z NaDS-PAGE in po ločevanju naredili prenos proteinov iz 
poliakrilamidnega gela na nitrocelulozno membrano (prenos po western-u). Po ustaljenih 
postopkih smo prenos izvajali 1 h pri napetosti 300 V in toku 200 mA. Nezasedena mesta na 
nitrocelulozni membrani smo po prenosu blokirali s 30 min-stresanjem v 50 ml raztopine 
PBS z dodanim 5 % mlekom. V 10 ml iste raztopine smo v razmerju 1:500 razredčili 
monoklonska protitelesa proti His6-oznaki, konjugirana s hrenovo peroksidazo (ang. 
horseradish peroxidase, HRP) – anti-His6-HRP (Roche, Švica). Nitrocelulozno membrano 
smo stresali v raztopini protiteles 1 h pri temperaturi 4 °C. Presežek protiteles smo sprali s 
5 min stresanjem v raztopini PBS pri sobni temperaturi. Postopek smo ponovili 3-krat. Po 
spiranju smo v raztopino PBS dodali še substrat za HRP, DAB (Sigma Aldrich, Nemčija). 
Nastanek obarvanih lis je posledica tvorbe obarvanega produkta na mestih, kamor so se 




3.4 Strukturne študije  
3.4.1 Analiza vezave kalcija 
3.4.1.1 Izotermna titracijska kalorimetrija  
Vezavno afiniteto za kalcij in druge termodinamske parametre smo določili z izotermno 
titracijsko kalorimetrijo (ang. isothermal titration calorimetry, ITC). Za meritve smo 
uporabili konstrukt testikana-2 brez C-končne neurejene regije, T2ΔC. Pred meritvijo 
smo vzorce proteina dializirali proti pufru ITC (20 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl) v 
prisotnosti kroglic Chelex (Sigma), da smo popolnoma odstranili morebitne prisotne 
kalcijeve ione. Dializni pufer smo zamenjali 3-krat, vsakič po 12 h dialize. Pred pripravo 
raztopine titranta (raztopina kalcijevega klorida) smo CaCl2 popolnoma posušili pri  
700 °C in ga nato raztopili v pufru ITC.  
Meritve smo izvedli na aparaturi NanoITC system (TA Instruments). Vzorčno celico smo 
po spiranju s pufrom ITC napolnili z 26,9 µM raztopino proteina, brizgo pa s 2,5 mM 
raztopino CaCl2. V reakcijsko celico smo 37-krat injicirali (na vsakih 6 min) 6 µl titranta 
in sicer med stalnim mešanjem pri temperaturi 20 °C. Ozadje smo določili s povprečenjem 
zadnjih 5 injiciranj ob koncu titracijskega eksperimenta, s čimer smo določili toploto 
redčenja. Slednjo smo odšteli od posameznih meritev in tako dobili podatek o toploti 
vezanja. Termodinamske parametre ΔH, ΔS in ΔG smo izračunali iz modela za eno 
vezavno mesto, ki je vključen v programu NanoAnalyze (TA Instruments). Podatke smo 
prikazali s programom OriginPro (OriginLab).  
3.4.1.2 Analiza vezavnih mest 
Poravnavo zaporedij motiva EF-dlani testikanov in proteina BM-40 smo pripravili s 
programom Clustal Omega [70]. Izhodiščna strukturna modela obeh EF-dlani testikana-
2 smo pripravili na serverju I-TASSER [71], pri tem smo kot predlogo uporabili strukturo 
BM-40 [36].  
3.4.2 Napoved neurejenosti 
Za napoved neurejenosti smo uporabili tri različne strežnike: IUPred2A [72], DisEMBL 
1.5 [73] in PrDOS [74]. V vseh treh primerih smo za napoved neurejenosti uporabili 
zaporedje zrele oblike testikana-1 (UniProt ID Q08629) in testikana-2 (UniProt ID 
Q92563), t.j. brez signalnega peptida.  
3.4.3 Ozkokotno sipanje rentgenske svetlobe  
Ozkokotno sipanje rentgenske svetlobe (ang. Small Angle X-Ray Scattering, SAXS) je 
tehnika, ki omogoča spremljanje strukturnih podrobnosti snovi v območju 1-100 nm 
[75]. Na področju biokemije se SAXS uporablja predvsem za opazovanje strukturnih 
lastnosti in sprememb raztopin proteinov in drugih makromolekul. Metoda temelji na 
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elastičnem sipanju rentgenskih žarkov. Podatki, ki jih pridobimo, so predvsem oblika in 
velikost delcev, v primeru urejene strukture pa je mogoča tudi rekonstrukcija notranje 
nanostrukture [76].  
Pri SAXS meritvah pridobimo podatke o intenziteti sipanja I(q) pri različnih kotih oz. v 
odvisnosti od sipalnega vektorja 𝑞 = 4𝜋 𝑠𝑖𝑛𝜃/𝜆, kjer je 𝜆 valovna dolžina rentgenskih 
žarkov in 2𝜃 sipalni kot [77]. Pri interpretaciji podatkov pridobljenih s SAXS meritvami, 
je ključno statistično vrednotenje ujemanja eksperimentalnih podatkov, Iexp(q), s podatki, 
ki jih izračunamo iz modela, Icalc(q). Skladnost podatkov preverjamo z vrednostjo hi 
kvadrat, 𝜒2. Ko model eksperimentalne podatke opiše zadovoljivo, pričakujemo 
vrednosti 𝜒2 v območju 0,9 ≤ 𝜒2 ≤ 1,1 [78]. Za interpretacijo eksperimentalnih 
podatkov pri majhnih sipalnih kotih v področju Guinierjeve regije, prikažemo 
logaritemsko vrednost intenzitete sipanja, ln(𝐼), v odvisnosti od kvadratne vrednosti 
sipalnega vektorja, 𝑞2. Iz naklona premice s katero najbolje opišemo Guinierjevo regijo 
izračunamo radij giracije, Rg, z ekstrapolacijo premice do sipalnega kota 𝑞 = 0  pa lahko 
določimo intenziteto sipanja pri sipalnem kotu 𝑞 = 0,  I0, ki pa je direktno proporcionalna 
kvadratni vrednosti števila elektronov v molekuli, t.j. molekulski masi Mw [79]. 
3.4.3.1 Zbiranje podatkov 
Meritve so potekale na sinhrotronu Petra III, DESY (Hamburg, Nemčija) na žarkovni liniji 
P12. Posneli smo sipanje rentgenskih žarkov pod nizkimi koti za konstrukt T2ΔC v 
prisotnosti in odsotnosti Ca2+-ionov. Pripravili smo vzorce proteina v koncentracijskem 
območju od 0,6 do 10,6 mg/ml. Vzorce brez kalcija smo pripravili enako kot za izotermno 
titracijsko kalorimetrijo. Kot ujemajoči referenčni pufer (20 mM HEPES pH7,4, 130 mM 
NaCl, 5 % (v/v) glicerol in opcijsko 3 mM CaCl2) smo uporabili pufer po tretji zaporedni 
dializi preko noči. Kot referenčni protein z urejeno strukturo smo uporabili BSA pri 
koncentraciji 3,64 mg/ml. Podrobnosti o meritvah, merjenih vzorcih in uporabljeni 
programski opremi so zbrani v tabeli 3.15.  
3.4.3.2 Analiza podatkov 
Za analizo podatkov smo uporabili programski paket ATSAS 3.0.2 (tabela 3.15) [80]. 
Najprej smo iz pridobljenih krivulj sipanja pri različnih koncentracijah določili radij 
giracije, (Rg) in intenziteto sipanja pri 𝑞 = 0 (I0). Na podlagi referenčne meritve sipanja 
BSA smo iz vrednosti I0 pri različnih koncentracijah vzorca določili molekulsko maso 
(Mw). Opazili smo, da z naraščanjem koncentracije proteina naraščajo tudi vrednosti Rg in 
Mw. Opisani koncentracijski učinek smo zmanjšali z ekstrapolacijo do neskončnega 
redčenja, pri čemer pa se je razmerje med signalom in šumom ohranilo.  
S programom GNOM [81] smo določili funkcijo porazdelitve razdalj med pari (ang. pair 
distance distribution function, PDDF), P(r) in iz nje maksimalno velikost delca Dmax. S 
programom DAMMIF [82] smo z modeliranjem ab initio pripravili teoretične molekulske 
ovojnice. Naredili smo 20 ciklov, v katerih se je sipanje teoretično izračunanih modelov 
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prilegalo eksperimentalnemu sipanju. Izbrali smo najbolj reprezentativno družino 
modelov in jo povprečili s programom DAMAVER [83]. 
Za pripravo podrobnejših modelov T2ΔC v Ca2+-vezani obliki, smo uporabili program 
EOM [84] in sicer v kombinaciji z modeli posameznih domen. Slednje smo pripravili s 
strežnikom I-TASSER [85] – domene FS (aminokislinski ostanki 99–182), EC 
(aminokislinski ostanki 199–307) in TY (aminokislinski ostanki 313–379). Poleg 
modelov posameznih domen smo uporabili še obdelane podatke sipanja in podatke o 
aminokislinskem zaporedju proteina (aminokislinski ostanki 23–379). Molekulske 
ovojnice, modele posameznih domen in končni model z domenami, umeščenimi v 
molekulsko ovojnico, smo prikazali z programom UCSF Chimera [86]. 
 
Tabela 3.15: Tehnični podatki o meritvah SAXS ter podatki o vzorcih in uporabljeni 
programski opremi. 
tehnični podatki 
sinhrotron, žarkovna linija Petra III, DESY (Hamburg, Nemčija), EMBL P12 
detektor Pilatus 2M 
velikost žarka [mm] 0,12 × 0,2 
valovna dolžina [nm] 0,124 
razdalja vzorec-detektor [m] 1,6 
čas ekspozicije [s] 0,045 (120 slik) 
temperatura [°C] 20 
način  standardni šaržni način 
podatki o vzorcih 







20 mM Na-HEPES, 
130 mM NaCl, 5 % 
(v/v) glicerol, pH 7,4 
20 mM Na-HEPES, 
130 mM NaCl, 3 mM 
CaCl2, 5 % (v/v) 
glicerol, pH 7,4 
programska oprema 
primarna redukcija podatkov SaxsAnalysis pipeline system 
procesiranje in modeliranje ATSAS 3.0.2 
procesiranje PRIMUS, GNOM 5.0 
modeliranje ab initio DAMMIF, DAMMIN 5.3 





3.5 Testi celične migracije 
Za celične eksperimente smo uporabili človeško gliomsko celično linijo U373. Celice smo 
gojili v gojišču DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium, DMEM) z dodatkom  
10 % seruma telečjega fetusa (ang. fetal bovine serum, FBS) (Sigma) in 1 % antibiotikov 
penicilin in streptomicin, Pen-strep (Gibco, Fisher Scientific), v inkubatorju z vlažno 
atmosfero pri temperaturi 37 °C in 5 % deležem CO2.  
3.5.1 Potek eksperimentov 
Migracijo celic smo spremljali s testom zapiranja celične vrzeli (ang. cell exclusion zone 
assay), ki smo ga izvajali na plošči s 24 vdolbinicami s silikonskimi inserti (ibidi, Nemčija). 
V vsaki vdolbinici se nahaja insert z dvema razdelkoma, ki sta ločena z natanko 500 µm 
široko steno. Na začetku eksperimenta smo v oba razdelka inokulirali celice U373, ki smo 
jih predhodno tretirali z 10 µg/ml mitomicina c (Sigma). Slednji je citostatik, izoliran iz 
gliv Streptomyces caespitosus, ki povzroča premreženje DNA in s tem onemogoča 
transkripcijo DNA. Dodan v primerni koncentraciji zavira celično proliferacijo, kar olajša 
spremljanje migracije celic. Ko so celice nacepljene v insertu prerastle 80 % razpoložljive 
površine smo inserte odstranili in s tem ustvarili področje brez prisotnih celic, široko 
natanko 500 µm. Po odstranitvi inserta smo celice 2-krat sprali s PBS in tako odstranili 
metabolite in celični drobir. Celicam smo dodali medij brez seruma (170 µl na vdolbinico) 
z dodatkom 10 µg testikana (T1ΔC, T2ΔC in/ali T2ΔNC) v sterilno-filtrirani raztopini. Kot 
negativno kontrolo smo uporabili raztopino BSA z enako masno koncentracijo. 
3.5.2 Analiza podatkov 
Migracijo celic smo opazovali in dokumentirali s konfokalnim mikroskopom TCS SP8 
(Leica) in sicer 12, 24 in 40 ur po dodatku testikanov. Mikroskopske slike smo analizirali 
s programom ImageJ z nameščenim orodjem MRI Wund Healing Tool [87]. Povprečna 
hitrost migracije v izpraznjeno vrzel je bila izračunana kot odstotek zmanjšanja relativno 
na izvorno velikost vrzeli in je bila izračunana po naslednji enačbi: 
(1 −  
𝑎
𝑏
) × 100, 
kjer je 𝑏 velikost začetne celične vrzeli in 𝑎 velikost celične vrzeli v izbrani časovni točki 
[88]. Rezultati testa zapiranja celične vrzeli so predstavljene kot povprečne  
vrednosti ± SD. Za statistično evaluacijo smo naredili enosmerno ANOVA analizo s 





4.1 Molekulsko kloniranje 
V okviru molekulskega kloniranja smo pripravili 4 DNA-konstrukte. Zapise za vse 
proteine smo z metodami rekombinantne DNA vstavili v modificiran prenosni vektor 
pFastBac1_ExCass, na osnovi slednjega pa pripravili rekombinantno bakmidno DNA s 
transpozicijo. Z bakmidi smo transficirali insektne celice Sf9 in tako pridobili 
bakuloviruse.  
Pripravljeni konstrukti testikanov: 
• T1ΔC/pFastBac1_ExCass: fragment DNA z zaporedjem za človeški testikan-1, 
skrajšanim za neurejeno C-končno regijo, 
• T2/pFastBac1_ExCass: fragment DNA z zaporedjem za celoten človeški protein 
testikan-2, 
• T2ΔC/pFastBac1_ExCass: fragment DNA z zaporedjem za človeški testikan-2, 
skrajšanim za neurejeno C-končno regijo, 
• T2ΔNC/pFastBac1_ExCass: fragment DNA z zaporedjem za človeški  
testikan-2, skrajšanim za unikatno N-končno domeno in neurejeno C-končno 
regijo.  
Postopki priprave modificiranega prenosnega vektorja so opisani v poglavju 3.1.2, 
postopki priprave vseh naštetih konstruktov pa so podrobno predstavljeni v poglavju 
3.1.3.  
4.1.1 Priprava modificiranega prenosnega vektorja 
Modificiran prenosni vektor smo pripravili tako, da smo ekspresijsko kaseto vstavili v 
vektor pFastBac1. Slike gelov po poliakrilamidni in agarozni gelski elektroforezi v 
posameznih točkah priprave ekspresijske kasete so prikazane na sliki 4.1. Kaseto smo 
sestavili tako, da smo zmešali fosforilirne oligonukleotide ter mešanico očistili (odstranili 
nevezane začetne oligonukleotidne) z ločevanjem na TBE-PAGE. Po ločevanju smo iz gela 
izrezali področja z zapisi sestavljene ekspresijske kasete (slika 4.1a). Iz izrezanih koščkov 
gela smo izolirali DNA, ki smo jo uporabili kot matrico v PCR, pri kateri smo kot začetna 
oligonukleotida uporabili F_ExCass in R_ExCass. Reakcijsko zmes smo analizirali z 
ločitvijo na AGE in področja ustrezne velikosti (~ 150 bp) izrezali iz gela (slika 4.1b). Iz 
gela izolirano DNA ter vektor pFastBac1 smo rezali s kombinacijo restriktaz BamHI in 
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SalI, ter jih po rezanju in čiščenju ligirali. Z ligacijsko zmesjo smo neposredno 
transformirali bakterijske celice E. coli DH5α, ki smo jih uporabili kot matrico za PCR na 
osnovi kolonije, pri kateri smo kot začetna oligonukleotida uporabili F_ExCass in 
R_ExCass (slika 4.1c). 
 
 
Slika 4.1: Slike gelov po PAGE in AGE v sklopu molekulskega kloniranja 
ekspresijske kasete. (a) Slika PAGE gela po izrezanju področja s sestavljeno 
ekspresijsko kaseto. (b) Analiza reakcijske mešanice po PCR sestavljene 
ekspresijske kasete, pri kateri smo kot začetna oligonukleotida uporabili F_ExCass 
in R_ExCass. (c) Slika AGE gela po PCR na osnovi kolonije transformiranih 
bakterijskih celic E. coli DH5α s plazmidom pFastBac1_ExCass. Kot začetna 
oligonukleotida smo uporabili F_ExCass in R_ExCass. Oznaka std označuje 
standardno lestvico velikosti,  s puščico desno pa so označene pričakovane 
velikosti.   
 
4.1.2 Priprava konstruktov testikanov  
Konstrukte testikanov smo pripravili tako, da smo DNA-zapise z ustrezno izbranimi 
začetnimi oligonukleotidi pomnožili iz klonov cDNA, naredili restrikcijo pomnoženih 
DNA zapisov in modificiranega prenosnega vektorja, ter po uspešni restrikciji vključke 
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ligirali v vektor. Slike agaroznih gelov v sklopu molekulskega kloniranja T2 in T1ΔC so 
zbrane na sliki 4.2. Slike agaroznih gelov v sklopu molekulskega kloniranja skrajšanih 
oblik T2, T2ΔC in T2ΔNC so zbrane na sliki 4.3.  
Po pomnoževanju zapisov za T1ΔC in T2 s PCR, smo reakcijsko zmes analizirali na AGE 
(slika 4.2a).  Po ločevanju smo iz gela izrezali področja ustrezne velikosti in iz izrezanih 
koščkov gela izolirali DNA. Slednjo in vektor pFastBac_ExCass smo rezali s kombinacijo 
restriktaz BamHI in XhoI, ter ju po rezanju in čiščenju ligirali. Z ligacijsko zmesjo smo 
neposredno transformirali bakterijske celice E. coli DH5α, ki smo jih uporabili kot matrico 
za PCR na osnovi kolonije, pri kateri smo kot začetna oligonukleotida uporabili F_ExCass 
v kombinaciji s T1R1_379 (v primeru konstrukta T1ΔC) ali T2R2_424 (v primeru 
konstrukta T2) (slika 4.2b). S plazmidi, ki so vsebovali tarčni konstrukt, s preverjenim 
nukleotidnim zaporedjem (v prilogi), smo transformirali bakterijske celice E. coli 
DH10MultiBac, v katerih je potekla transpozicija. Njeno uspešnost smo preverili s PCR 
izolirane bakmidne DNA, pri kateri smo kot začetna oligonukleotida uporabili T1F1_22 
(v primeru konstrukta T1ΔC) ali T2F1_23 (v primeru konstrukta T2) v kombinaciji s R-
40 (slika 4.2c). Zaradi majhnih razlik v velikosti fragmentov, detajlov povezanih z 
agaroznim gelom in pogoji ločevanja, lahko pride do odklona v primerjanju navidezne 
velikosti fragmenta s standardno lestvico velikosti. 
Po pomnoževanju zapisov za skrajšane oblike T2, T2ΔC in T2ΔNC s PCR, smo reakcijsko 
zmes analizirali na AGE (slika 4.3a).  Po ločevanju smo iz gela izrezali področja ustrezne 
velikosti in iz izrezanih koščkov gela izolirali DNA. Slednjo in vektor pFastBac_ExCass 
smo rezali s kombinacijo restriktaz BamHI in XhoI, ter ju po rezanju in čiščenju ligirali. Z 
ligacijsko zmesjo smo neposredno transformirali bakterijske celice E. coli DH5α, ki smo 
jih uporabili kot matrico za PCR na osnovi kolonije, pri kateri smo kot začetna 
oligonukleotida uporabili F_ExCass v kombinaciji s T2R1_379 (v primeru konstrukta 
T2ΔC) ali T2F2_84 v kombinaciji z R_ExCass (v primeru konstrukta T2ΔNC) (slika 4.3b). 
S plazmidi, ki so vsebovali tarčni konstrukt smo transformirali bakterijske celice E. coli 
DH10MultiBac, v katerih je potekla transpozicija. Njeno uspešnost smo preverili s PCR 
izolirane bakmidne DNA, pri kateri smo kot začetna oligonukleotida uporabili T2F1_23 
(v primeru konstrukta T2ΔC) ali T2F2_84 (v primeru konstrukta T2ΔNC) v kombinaciji s 
R-40 (slika 4.2c). 
Z bakmidno DNA smo naredili transfekcijo insektnih celic, po kateri so se v gojišče pričeli 
izločati bakulovirusi. Slednje smo uporabili za okužbo večjega volumna celic in sicer za 









Slika 4.2: Slike gelov po AGE v sklopu molekulskega kloniranja testikanov T2 in 
T1ΔC. (a) Analiza reakcijske mešanice po PCR. Za T1ΔC smo uporabili začetna 
oligonukleotida T1F1_22 in T1R1_379, za T2 pa smo uporabili začetna 
oligonukleotida T2F1_23 in T2R2_424. (b) PCR na osnovi kolonije po 
transformaciji ligacijske zmesi v bakterijske celice E. coli  DH5α. (c) PCR na osnovi 
kolonije po transpoziciji prenosnega vektorja v celice DH10MultiBac. Oznaka std 
označuje standardno lestvico velikosti,  s puščico desno pa so označene 





Slika 4.3: Slike gelov po AGE v sklopu molekulskega kloniranja konstruktov T2ΔC 
in T2ΔNC. (a) Analiza reakcijske mešanice po PCR. Za T2ΔC smo uporabili začetna 
oligonukleotida T2F1_23 in T2R1_379, za T2ΔNC pa smo uporabili začetna 
oligonukleotida T2F2_84 in T2R1_379. (b) PCR na osnovi kolonije po 
transformaciji ligacijske zmesi v bakterijske celice E. coli  DH5α. (c) PCR na osnovi 
kolonije po transpoziciji prenosnega vektorja v celice DH10MultiBac. Oznaka std 
označuje standardno lestvico velikosti,  s puščico desno pa so označene 
pričakovane velikosti.   
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4.2 Priprava rekombinantnih proteinov  
4.2.1 Izražanje  
Različne oblike testikanov T1ΔC, T2, T2ΔC in T2ΔNC, katerih iz aminokislinskega 
zaporedja izračunane lastnosti so zbrane v tabeli 4.1 smo izrazili v insektnih celicah Sf9. 
Do izražanja proteinov v insektnih celicah je prišlo po okužbi insektnih celic s predhodno 
pripravljenimi rekombinantnimi bakulovirusi.  
Tabela 4.1: Lastnostni pripravljenih testikanov.  
 število aa Mw [kDa]* pI* 
T1ΔC 358 40,2 8,3 
T2 402 44,6 4,7 
T2ΔC 357 39,8 5,3 
T2ΔNC 296 32,7 6,2 
* Mw in pI sta določeni teoretično z orodjem ProtParam (Expasy) 
 
Izražanje smo najprej izvedli v majhnem merilu, saj nas je zanimalo, ali smo bili pri 
pripravi bakulovirusov in iskanju optimalnih pogojev uspešni. Izražanje smo potrdili z 
identifikacijo heksahistidinskih oznak s protitelesi, kot je podrobno opisano v poglavju 
3.3.3. Vse oblike proteinov so se uspešno izražale; kot primer je na sliki 4.4 prikazana 
nitrocelulozna membrana po detekciji celotnega testikana-2 in na C-koncu skrajšanega 
testikana-1, kjer so vidne lise pri pričakovani navidezni molekulski masi.  
 
 
Slika 4.4: Slika nitrocelulozne membrane po detekciji s protitelesi anti-His6-HRP 
za konstrukta T2 in T1ΔC. Za ostala dva konstrukta, T2ΔC in T2ΔNC izražanja 
nismo preverjali s pomočjo detekcije s protitelesi anti-His6-HRP. Po prenosu 
proteinov iz poliakrilamidnega gela na nitrocelulozno membrano so na mestih, 
kjer so se vezala protitelesa, nastale obarvane lise, kot produkt pretvorbe DAB z 
encimom HRP. Oznaka std označuje standardno lestvico velikosti,  s puščico desno 




Izražanje vseh oblik testikanov je bilo uspešno pri gostoti insektnih celic 1,8 × 106 
celic/ml in multipliciteti infekcije MOI = 5. Izražanje smo zaključili po 72 h, saj je po tem 
času bila količina nerazgrajenega rekombinantnega proteina največja; pri daljših časih 
inkubacije je namreč prihajalo do razgradnje slednjega zaradi delovanja insektnih in 
bakulovirusnih proteaz. 
4.2.2 Izolacija 
Začetna stopnja izolacije vseh štirih različic testikanov iz gojišča z rekombinantnim 
bakulovirusom okuženih insektnih celic je bila nikeljeva afinitetna kromatografija, s 
katero smo odstranili večino proteinskih nečistoč. Po nikeljevi afinitetni kromatografiji 
smo proteinske frakcije analizirali z NaDS-PAGE. Rezultati obeh korakov so prikazani na 
slikah – na sliki 4.5 sta prikazana elucijski diagram in slika NaDS-PAGE gela po ločevanju 
izbranih frakcij za T1ΔC, na sliki 4.6 pa so prikazani elucijski diagrami in slike NaDS-PAGE 
po ločevanju izbranih frakcij za T2 in skrajšani obliki T2ΔC in T2ΔNC. Že s to prvo stopnjo 
čiščenja smo se znebili večine nečistoč, zato smo izbrane frakcije združili in v dializnem 
črevesu pripravili mešanico za cepitev s proteazo TEV v razmerju 1:50. Po dializi smo 
mešanico za cepitev s proteazo TEV ponovno nanesli na kolono za nikeljevo afinitetno 
kromatografijo in tokrat zbrali proteine brez heksahistidinske oznake v nevezani frakciji. 
S centrifugalnimi koncentratorji smo iz proteinskih vzorcev odstranili reducent in vzorce 
počasi skoncentrirali do končne koncentracije 10 mg/ml, da smo lahko nadaljevali z 
zadnjim korakom čiščenja – gelsko izključitveno kromatografijo, s katero smo odstranili 
preostale visoko- in nizko-molekularne nečistoče ter morebitne prisotne agregate. 
Združili smo le tiste frakcije, ki so predstavljale osrednji del glavnega vrha, ter čistost 
potrdili z NaDS-PAGE, kjer smo za posamezno obliko dobili zgolj eno liso (slika 4.7a T1ΔC, 
slika 4.7b za T2, T2ΔC in T2ΔNC). Pri NaDS-PAGE lahko s pomočjo standardne lestvice 
velikosti ocenimo navidezno molekulsko maso proteina. V primeru testikanov opazimo, 
da molekulska masa, ki jo ocenimo s pomočjo standardne lestvice velikosti, ne sovpada 
popolnoma s pričakovano maso rekombinantnega proteina. Višja oligomerizacijska 
stanja testikanov smo izključili tako z uporabo prečnih povezovalcev kot tudi z uporabo 
termoforeze. Pomik k višjim molekulskim masam je tako lahko posledica blage 
glikozilacije, ali pa tega da proteini v stiku z micelami NaDS zavzamejo takšno 







Slika 4.5: Izolacija T1ΔC. (a) Nikelj-afinitetna kromatografija s kolono cOmplete 
His-Tag Purification Column. S polno črto je prikazan elucijski diagram, s črtkano 
črto je nakazan gradient imidazola. Izbrane frakcije, ki vsebujejo T1ΔC so 
prikazane z roza pravokotnikom. (b) Slika gela po NaDS-PAGE analizi izbranih 
frakcij. Oznaka st označuje standardno lestvico velikosti v kDa, oznaka sp označuje 
nevezano frakcijo, oznake E označujejo eluirane frakcije, s puščico desno pa je 





Slika 4.6: Izolacija T2 in skrajšanih oblik T2ΔC in T2ΔNC. (a-c) Nikelj-afinitetna 
kromatografija s kolono cOmplete His-Tag Purification Column. S polno črto je 
prikazan elucijski diagram, s črtkano črto je nakazan gradient imidazola. Izbrane 
frakcije, ki vsebujejo T2 (a), T2ΔC (b) in T2ΔNC (c) so prikazane z roza 
pravokotnikom. (d-f) Slike gelov po NaDS-PAGE analizi izbranih frakcij. Oznaka st 
označuje standardno lestvico velikosti v kDa, oznaka sp označuje nevezano 
frakcijo, oznake E označujejo eluirane frakcije, s puščico desno pa so označene 





Slika 4.7: Gelska izključitvena kromatografija in NaDS vseh štirih konstruktov za 
(a) T1ΔC in (b) T2 ter skrajšani obliki T2ΔC in T2ΔNC. Po končni stopnji izolacije 
smo pridobili proteinske vzorce brez nečistoč, kar je razvidno tako is analize 










4.3 Vezava kalcijevih ionov in strukturne raziskave 
Očiščene proteine smo uporabili za določitev afinitete vezave kalcijevih ionov ter za 
strukturne raziskave z uporabo ozkokotnega sipanja rentgenske svetlobe. Z izotermno 
titracijsko kalorimetrijo smo določili eno aktivno kalcij-vezavno mesto in s tem potrdili 
analizo EC-domene in silico. Metoda ozkokotnega sipanja rentgenskih žarkov pa nam je 
omogočila vpogled v od Ca2+-ionov odvisno stabilizacijo kompaktnega centralnega jedra, 
s čimer smo potrdili napovedano prisotnost neurejenih regij in silico in postavili 
strukturni model proteinskega dela testikanov.    
Pri vseh strukturnih študijah smo za eksperimentalni del kot predstavnika družine 
testikanov uporabljali konstrukt T2ΔC.  
4.3.1 Analiza vezave kalcija  
S poravnavo aminokislinskega zaporedja vseh treh testikanov (slika 4.8a) smo v kalcij-
vezavni domeni prepoznali motiv EF-dlani, ki veže Ca2+-ione in je sestavljen iz dveh  
α-vijačnic povezanih s kratko zanko. Pri vsakem od paralogov smo identificirali po 2 EF-
dlani (EF1 in EF2), ki v teoriji lahko vežeta vsaka po en Ca2+-ion [89]. Na stehiometrijo 
vezave Ca2+-ionov smo sklepali z analizo aminokislinskega zaporedja in strukturnih 
modelov, predvidevanja pa smo eksperimentalno dokazali z ITC.  
4.3.1.1 Analiza vezave kalcijevih ionov in silico 
Z analizo motiva EF-dlani na mestih, ki so za vezavo ionov Ca2+ ključna (X, Y, Z, -Y, -X in -
Z), smo ugotovili, da se motiv EF1 pri vseh treh testikanih popolnoma ujema s 
konsenznim zaporedjem. Nasprotno velja za motiv EF2, ki se s konsenznim zaporedjem 
ne ujema pri nobenem od paralogov. V primerjavi z aminokislinsko sestavo motiva EF pri 
drugih kalcij-vezavnih proteinih, ki je prikazana na sliki 4.8b, je odmik od konsenznega 
zaporedja EF2 testikanov tolikšen, da najverjetneje ne omogoča vezave Ca2+-ionov. 
S pripravljenima strukturnima modeloma EF motivov testikana-2, ki sta prikazana na 
sliki 4.9, smo podrobneje proučili koordinacijsko sfero obeh EF-dlani. Koordinacijsko 
sfero EF1, katere strukturni model je prikazan na sliki 4.9a,  tvorijo karboksilne stranske 
verige Asp 258 (položaj X), Asp 262 (položaj Z) in Glu 269 (položaj -Z) molekula H2O 
povezana z Asp 266 (položaj -X), stranska veriga Ser 260 (položaj Y) in ogrodje Phe 264 
(položaj -Y). Razdalje med Ca2+ ionom in atomi koordinacijske sfere, so pri EF1 območju 
2,8-3,8 Å in omogočajo uspešno koordinacijo. Pri koordinacijski sferi EF2, katere 
strukturni model je prikazan na sliki 4.9b pa je razdalja med Ca2+-ionom in kisikovimi 
atomi stranske verige Tyr 292 (položaj Y) 7,8 Å,  med Ca2+-ionom in kisikovimi atomi  
Asp 294 (položaj Z) pa 5, 8 Å, kar presega dopustno razdaljo za uspešno koordinacijo. Če 
upoštevamo rezultat analize aminokislinskega zaporedja in koordinacijskih sfer EF-dlani 








Slika 4.8: Analiza aminokislinskega zaporedja motiva EF-dlani. (a) Poravnava 
aminokislinskega zaporedja EF-dlani vseh treh testikanov (testikan-1, T1; 
testikan-2, T2; in testikan-3, T3) in predstavnika družine proteinov SPARC, BM-
40 (SPRC). Mesta, ki so za vezavo ionov Ca2+ ključna (X, Y, Z, -Y, -X in -Z), so v 
poravnavi označena s krepko. (b) Prevladujoča aminokislinska sestava EF-dlani 
na mestih, ključnih za vezavo Ca2+-ionov. Najpogostejši aminokislinski ostanki so 
označeni s krepko. Do koordinacije prihaja bodisi preko atomov stranskih verig 
(ang. side chain, sc) bodisi preko atomov ogrodja (ang. backbone, bb). Z zvezdico 
(*) je označeno mesto, kjer kot povezovalni člen med Ca2+-ionom in atomom 
stranske verige sodeluje molekula vode. Glutamat v koordinacijski sferi sodeluje 
kot bidentatni ligand preko atomov stranskih verig in je označen kot sc2. 
Predstavljena je aminokislinska sestava obeh EF-dlani (EF1 in EF2) za vse tri 
testikane, pri čemer so aminokislinski ostanki, ki odstopajo od konsenznega 












Slika 4.9: Strukturna modela EF-dlani testikana-2. Model EF1 (a) in model EF2 (b). 
Aminokislinski ostanki, ki predvidoma sodelujejo pri koordinaciji so predstavljeni 
s paličnim modelom. Razdalje med Ca2+-ionom in atomi, ki sestavljajo 
koordinacijsko sfero, so predstavljene s črtkano črto. Kalcijev ion je prikazan kot 




4.3.1.2 Analiza vezave kalcijevih ionov z ITC 
Z metodo ITC smo določili afiniteto vezave kalcijevih ionov in potrdili zaključke, ki so 
temeljili na analizi aminokislinskega zaporedja in strukturnih modelov EF-dlani. Rezultat 
ITC eksperimenta je termogram, prikazan na sliki 4.10, iz katerega je razvidno, da je 
vezava Ca2+-ionov na T2ΔC eksotermna reakcija, ki poteka pri molarnem razmerju 𝑛 =
1,3 ± 0,2. To ustreza vezavi enega Ca2+-iona na molekulo testikana z ravnotežno 
konstanto disociacije 𝐾𝑑 = 17,1 ± 3,4 µM. Preostale termodinamske parametre 
(entalpija ΔH, entropijski prispevek ΔS in Gibbsova prosta energija ΔG) smo izračunali iz 
modela za eno vezavno mesto (program NanoAnalyze, TA Instruments), zbrani pa so v 
tabeli 4.2.  
S titracijo testikana z raztopino Ca2+ ionov smo identificirali eno aktivno vezavno mesto 
znotraj EC-domene. Glede na analizo aminokislinskega zaporedja in strukturnih modelov 
EF-dlani, se Ca2+ ion veže v motiv EF1.  
 
Slika 4.10: Titracija T2ΔC  s kalcijem. Na zgornjem grafu je prikazana toplota 
vezanja v odvisnosti od časa. Spodnji graf prikazuje integrirane vrednosti 
toplotnih sprememb po odštetem ozadju (toploti redčenja) pri različnih molarnih 
razmerjih. Z eksperimentalnimi podatki se najbolje ujema model, ki predvideva 
vezavo enega kalcijevega iona na eno proteinsko molekulo.  
 
Tabela 4.2: Termodinamski parametri vezave Ca2+-ionov na T2ΔC. 
Kd [µM] n ΔH [kcal/mol] TΔS [kcal/mol] ΔG [kcal/mol] 
17,1 ± 3,4 1,3 ± 0,2 -17,64 ± 2,4 -11,25 ± 0,22 - 6,39 
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4.3.2 Napoved neurejenosti 
Napoved neurejenosti, kjer smo analizirali aminokislinska zaporedja zrelih oblik vseh 
treh testikanov, kaže na to, da sta N- in C- končni regiji najverjetneje strukturno neurejeni, 
prav tako pa je določena stopnjo neurejenosti prisotna tudi znotraj osrednje regije z 
domenami FS–EC–TY (slika 4.11). Vrhovi, ki ustrezajo večji stopnji neurejenosti znotraj 
te regije, približno sovpadajo s kratkimi regijami, ki povezujejo domene FS, EC in TY. 
Rezultati napovedi z različnimi orodji (IUPred, DisEMBL in PrDOS) so podobni, kar glede 
na različen algoritem orodij kaže na večjo stopnjo zanesljivosti napovedi.   
 
Slika 4.11: Napoved neurejenih regij. (a) Napoved za testikan-1, (b) napoved za 
testikan-2 in (c) napoved za testikan-3. Napovedni profili so bili izračunani z 
različnimi orodji; oranžno IUPred, vijolično DisEMBL in zeleno PrDOS. S črno so 
prikazane povprečne vrednosti različnih napovedi. Oštevilčeni aminokislinski 
ostanki predstavljajo meje med posameznimi domenami in terminalnimi področji. 
S primerjavo napovedi neurejenosti ugotovimo, da so predvidene neurejene regije 
enake pri vseh treh homologih. 
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4.3.3 Ozkokotno sipanje rentgenskih žarkov 
Z metodo SAXS smo potrdili prisotnost napovedanih neurejenih področij in nadalje 
ugotovili, da je proteinski center testikanov, sestavljen iz treh domen FS–EC–TY 
kompakten, vezava Ca2+-ionov pa kompaktnost strukture centra poveča.   
Primarni rezultat SAXS eksperimentov so sipalne krivulje, prikazane na sliki 4.12, iz 
katerih so razvidne razlike predvsem pri nizkih kotih sipanja (majhne vrednosti q). Na 
osnovi eksperimentalnih podatkov te t.i. Guinierjeve regije smo izračunali radije giracije 
Rg (sliki 4.13 in 4.14), vrednosti pa so skupaj z izračunanimi molekulskimi masami zbrane 
na sliki 4.15. Tako Rg kot Mw z naraščajočo koncentracijo proteina naraščata, kar kaže na 
šibko asociacijo molekul pri višjih koncentracijah. Zaradi opisanega koncentracijskega 
učinka smo naredili ekstrapolacijo v neskončno redčenje ter analizo nadaljevali s tako 
obdelano krivuljo sipanja.   
 
 
Slika 4.12: Sipalne krivulje (logaritemska vrednost intenzitete sipanja I v 
odvisnosti od sipalnega vektorja q) pri različnih koncentracijah T2ΔC po odštetem 
ozadju in normalizaciji glede na koncentracijo. (a) Sipalne krivulje za T2ΔC v 
odsotnosti Ca2+-ionov. (b) Sipalne krivulje za T2ΔC v prisotnosti Ca2+-ionov. V 
obeh primerih z naraščanjem koncentracije proteina zaznamo povečano 





Slika 4.13: Analiza Guinierjeve regije za Ca2+-prosto obliko T2ΔC. V področju 
nizkih vrednostih q je mogoče eksperimentalnim podatkom (prikazani kot črni 
krogci) prilegati linearno funkcijo (rdeča). Ujemanje eksperimentalnih podatkov 
z linearno funkcijo je prikazano z zeleno (reziduali). Koncentracija proteina pri 




Slika 4.14: Analiza Guinierjeve regije za Ca2+-vezano obliko T2ΔC. V področju 
nizkih vrednostih q je mogoče eksperimentalnim podatkom (prikazani kot črni 
krogci) prilegati linearno funkcijo (rdeča). Ujemanje eksperimentalnih podatkov 
z linearno funkcijo je prikazano z zeleno (reziduali). Koncentracija proteina pri 
kateri je bil zajet set podatkov je napisana nad vsakim grafom.  
 
 
Slika 4.15: Vpliv naraščajoče koncentracije proteina na molekulske parametre. Od 
naraščanja koncentracije proteina odvisno povečanje intenzitete sipanja I pri 
nizkih vrednostih sipalnega vektorja q je povezano z naraščanjem radija giracije 
Rg (krogci) in molekulske mase Mw (kvadrati). Vrednosti Mw so izračunane s 
programom DATMOV. Vrednosti Rg in Mw v odsotnosti Ca2+-ionov so prikazane s 
črno barvo, vrednosti  v prisotnosti Ca2+-ionov pa z vijolično barvo.  
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4.3.3.1 Stabilizacija centralnega dela testikana-2 s Ca2+ ioni 
Iz eksperimentalnih podatkov, ekstrapoliranih na neskončno razredčenje (slika 4.16a), 
smo izračunali normaliziran Kratkyjev diagram (slika 4.16b), iz katerega lahko sklepamo 
na strukturno (ne)urejenost. Iz diagrama je razvidno, da je maksimum pri T2ΔC v 
primerjavi z BSA (slednji predstavlja globularen protein z urejeno strukturo) pomaknjen 
k višjim vrednostim qRg, prav tako pa je pri slednjih opazen plato. Oboje kaže na to, da je 
T2ΔC v primerjavi z BSA strukturno bolj neurejen, stopnja fleksibilnosti pa je večja v 
primeru oblike brez vezanih kalcijevih ionov. 
Eksperimentalnim podatkom v Guinierjevih regijah, ki so prikazane na slikah 4.13 in 4.14, 
smo lahko pri vseh merjenih koncentracijah obeh oblik T2ΔC prilegali linearno funkcijo. 
Po ekstrapolaciji do neskončnega redčenja (zc) smo določili Rg 3,41 nm za Ca2+-prosto 
obliko in Rg 3,24 nm za Ca2+-vezano obliko (tabela 4.3). Po vezavi kalcija pade vrednosti 
Rg za 5 % kar nakazuje, da vezava poveča kompaktnost zvitja. Do enakega sklepa pridemo 
po analizi funkcije PDDF prikazane na sliki 4.16c – največja intramolekularna razdalja je 
pri obliki brez vezanega Ca2+-iona 14,5 nm, pri obliki z vezanim ionom pa 13,8 nm. Na 
prisotnost fleksibilnega dela kaže tudi sama oblika funkcije PDDF, ki ima pri testikanu v 





Slika 4.16: Analiza neurejenosti z metodo SAXS. (a) Sipalne krivulje log(I(q)) v 
odvisnosti od q za T2ΔC v Ca2+-vezani obliki (vijolično), T2ΔC v Ca2+-prosti obliki 
(temno sivo) in standard BSA (svetlo sivo). (b) Normaliziran Kratkyjev diagram v 
primeru standarda BSA opiše zvonast profil krivulje, ki je značilen za globularno 
zvite proteine. V primeru obeh oblik T2ΔC je pri višjih vrednostih qRg prisoten 
plato pri višjih vrednostih sipalnih intenzitet I, značilen za proteine z delno 
neurejenimi regijami. (c) Normalizirana porazdelitvena funkcija parov razdalj 
(PDDF) v odvisnosti od r  za standard BSA opiše zvonast profil, ki pa je v primeru 
obeh oblik T2ΔC podaljšan pri višjih vrednostih r, kar je značilno za proteine s 
fleksibilnimi regijami. Iz funkcije lahko določimo maksimalno razdaljo molekule 







Tabela 4.3: Analiza strukturnih podatkov. 
strukturni parametri 







20 mM Na-HEPES, 
130 mM NaCl, 5 % 
(v/v) glicerol, pH 7,4 
20 mM Na-HEPES, 
130 mM NaCl, 3 mM 
CaCl2, 5 % (v/v) 
glicerol, pH 7,4 
Rg (Guinier) [nm] 
3,41 (zc) 
3,5 (0,015 mM) 
4,09 (0,12 mM) 
4,51 (0,24 mM) 
3,24 (zc) 
3,32 (0,016 mM) 
3,98 (0,13 mM) 
4,73 (0,27 mM) 
Rg (PDDF) [nm] 
3,49 (zc) 
3,63 (0,015 mM) 
4,32 (0,12 mM) 
4,98 (0,24 mM) 
3,35 (zc) 
3,44 (0,016 mM) 
4,28 (0,13 mM) 
5,14 (0,27 mM) 
Dmax [nm] 
14 (zc) 
14 (0,015 mM) 
17 (0,12 mM) 
20,5 (0,24 mM) 
12,6 (zc) 
12,7 (0,016 mM) 
16 (0,13 mM) 
21 (0,27 mM) 
Mw (DATMOV) [kDa] 
41,9 (zc) 
41,4 (0,015 mM) 
51,1 (0,12 mM) 
63,8 (0,24 mM) 
40,1 (zc) 
38,5 (0,016 mM) 
52,6 (0,13 mM) 
67,1 (0,27 mM) 
Mw (Porod) [kDa] 
46,6 (zc) 
47,4 (0,015 mM) 
63,1 (0,12 mM) 
80,1 (0,24 mM) 
44,1 (zc) 
44,2 (0,016 mM) 
62,5 (0,13 mM) 
86,2 (0,27 mM) 
Mw (iz zaporedja) [kDa] 40,0 
 
4.3.3.1 Strukturni model testikanov 
Na podlagi podatkov, ki smo jih pridobili z meritvami SAXS in analizo aminokislinskega 
zaporedja in silico, ter upoštevajoč strukturne modele posameznih domen (slika 4.18), smo 
pripravili strukturni model T2ΔC. Najprej smo z modeliranjem ab initio izdelali molekulski 
ovojnici za Ca2+-vezano in Ca2+-prosto obliko T2ΔC. Z eksperimentalnimi podatki se 
izračunani molekulski ovojnici dobro ujemata, saj je vrednost χ2 = 1,9 za Ca2+-vezano obliko 
in 1,7 za Ca2+-prosto obliko. Oblika ovojnic, prikazana na sliki 4.17, kaže na kompaktno jedro 




Slika 4.17: Modeliranje molekulske ovojnice ab initio. (a) Prileganje modelne 
funkcije eksperimentalnim podatkom. Vrednost χ2 je 1,9 za Ca2+-vezano obliko in 
1,7 za Ca2+-prosto obliko – eksperimentalni podatki se dobro ujemajo z 
izračunanima molekulskima ovojnicama. (b) Oblika ovojnice za Ca2+-prost T2ΔC. 




Podrobnejši strukturni model smo pripravili le za T2ΔC v Ca2+-vezani obliki, saj smo 
predpostavili, da je ta oblika kot edina relevantna in vivo. Pri pripravi strukturnega modela 
smo uporabili strukturne modele posameznih domen, eksperimentalne podatke SAXS in 
aminokislinsko zaporedje konstrukta T2ΔC. Strukturni modeli posameznih domen, 
pripravljeni z modeliranjem na osnovi homologije in prikazani na sliki 4.18, predstavljajo 
relativno kompaktne strukturne enote, ki smo jih nato z metodo EOM (ang. Ensemble 
Optimimization Method) umestili v prostor. Pri modeliranji so bili v družino modelov, ki je 
v skladu z eksperimentalnimi podatki, izmed vseh naključnih modelov izbrani taki, ki so v 
povprečju kompaktnejši (imajo manjši Rg), kar je prikazano na sliki 4.19a.  Končni štirje 
izbrani modeli so prikazani na sliki 4.20, superpozicija modelov z molekulsko ovojnico za 
T2ΔC v Ca2+-vezani obliki pa na sliki 4.21. Iz modelov je razvidno, da so domene FS, EC in TY 
relativno blizu in verjetno vključene v meddomenske kontakte ter tako predstavljajo 
osrednji strukturno bolj urejen del proteinske molekule. Zaradi nizke ločljivosti metode in 
prisotne strukturne neurejenosti je podroben opis kontaktov nemogoč. 
 
 
Slika 4.18: Shematski prikaz in strukturni modeli domen testikanov. (a) Shematski 
prikaz domen. Strukturni model (b) folistatinske domene, FS (zelena), (c) kalcij-





Slika 4.19: Modeliranje ensembla modelov. Prikaz izbranih modelov (rdeče) iz 
množice vseh modelov (sivo). (a) Porazdelitev vrednosti radija giracije Rg in (b) 






Slika 4.20: Izbrani modeli T2ΔC (EOM). Ob vsakem modelu je zapisana njegova 
zastopanost v ensemblu. Folistatinska domena (FS) je prikazana z zeleno, kalcij-
vezavna domena (EC) je prikazana z oranžno in tiroglobulinska domena (TY) z 




Slika 4.21: Superpozicija štirih modelov T2ΔC s povprečeno molekulsko ovojnico 
T2ΔC v Ca2+-vezani obliki. Modeli T2ΔC so bili pripravljeni z metodo modeliranja 




4.4 Testi celične migracije 
S testom zapiranja celične vrzeli smo pokazali, da testikan-1 in testikan-2 pospešujeta 
celično migracijo. Pri teh eksperimentih smo uporabljali testikane brez prisotnih GAG 
(oblike T1ΔC, T2, T2ΔC in T2ΔNC), zato lahko sklepamo, da je proteinsko jedro tisto, ki 
je povezano s pozitivnim vplivom na migracijo. Povprečno hitrost zapiranja vrzeli smo 
ocenili iz mikroskopskih slik dokumentiranih stanj, ki so prikazana na sliki 4.22. Zaradi 
jasno določene velikosti izpraznjene vrzeli, smo lahko zapiranje ocenili tudi 
kvantitativno, kar je prikazano na sliki 4.23 in v tabeli 4.4. V prisotnosti testikanov se je 
izpraznjena celična vrzel zapolnila več kot 20 % hitreje. Glede na to, da je podoben učinek 
opazen tudi v primeru odstranjene N- in C-končne domene (dodatek konstrukta T2ΔNC), 





Slika 4.22: Spremljanje zapiranja celične vrzeli. Monoslojem celic U373 z 
ustvarjeno celično vrzeljo smo dodali 10 µg različnih konstruktov testikanov 
(T1ΔC, T2, T2ΔC in T2ΔNC) in BSA, v primeru negativne kontrole. S konfokalnim 
mikroskopom smo opazovali odziv celic 12, 24 in 40 ur po dodatku testikana. Iz 
mikroskopskih slik je razvidno, da se celična vrzel zapira hitreje v prisotnosti 




Slika 4.23: Kvantitativno ocenjena površina celične vrzeli v prisotnosti različnih 
konstruktov testikanov T1ΔC, T2, T2ΔC in T2ΔNC ter njihovih kombinacij T1ΔC + 
T2, T1ΔC + T2ΔC in T1ΔC + T2ΔNC. V primerjavi z negativno kontrolo (dodatek 
BSA), opazimo statistično značilno razliko v migracijskem potencialu celic ob 
prisotnosti testikanov. Razlika v migraciji celic ob prisotnosti posameznega 
konstrukta ali kombinacije konstruktov, ni statistično relevantna. Vrednosti 
predstavljajo povprečno vrednost 3 neodvisnih ponovitev ± SD. Za statistično 
evaluacijo smo naredili enosmerno analizo ANOVA s Tukeyjevim testom post hoc. 




Tabela 4.4: Analiza hitrosti zapiranja celične vrzeli.  
povprečno zapiranje vrzeli [%] 
 čas [h] 
dodan konstrukt 12  24  40  
neg. kontrola - 25,9 66 
T1ΔC 23,8 94,8 97,7 
T2 2,9 86,5 97,3 
T2ΔC 7,1 79,6 96,6 
T2ΔNC 19,3 85,1 94,7 
T1ΔC + T2 3,2 83,3 91,2 
T1ΔC + T2ΔC 17,7 87,7 92,9 






Za družino človeških zunajceličnih proteoglikanov testikanov, ki se izražajo v številnih 
tkivih, najbolj pa v živčevju, je bila do sedaj pokazana raznolika funkcionalnost in 
vključenost v več procesov, kar je domnevno povezano z njihovo modularno zgradbo  
[90–94]. Med drugim so vključeni v pritrjevanje in migracijo celic [5], a način njihovega 
delovanja še ni podrobno opisan. Posebno malo je podatkov o njihovi strukturi, ki so 
omejeni zgolj na modele posameznih domen, njihova prostorska organizacija pa je 
neznanka, kar predstavlja oviro tudi pri raziskavah osredotočenih na njihovo funkcijo. 
Naš namen je bil nasloviti ravno strukturni nivo ter ga povezati s funkcijo, pri tem pa smo 
se osredotočili na testikan-2 kot predstavnika te dobro ohranjene tričlanske proteinske 
družine. Namreč, visoka ohranjenost zaporedij (slika 1.3) in v literaturi večkrat opisana 
(delna) funkcijska zamenljivost kažejo na to, da so tako strukturne kot tudi funkcijske 
lastnosti v številnih vidikih podobne. 
Vsi trije testikani (testikan-1, -2 in -3) imajo enako organizacijo domen, kjer je osrednji 
triplet folistatinu-podobne domene, zunajcelične domene, ki veže kalcijeve ione, ter 
tiroglobulinske domene (FS–EC–TY) obdan z unikatno N-končno regijo ter kratko  
C-končno regijo, bogato s kislimi aminokislinskimi ostanki. Bistvenih insercij/delecij v 
aminokislinskih zaporedjih posameznih članov ni, vsi disulfidni mostički so popolnoma 
ohranjeni. Na C-končni regiji vseh treh testikanov sta prisotni O-glikozilacijski mesti, na 
kateri so vezane glikozaminoglikanske verige, delež vezanih GAG pa lahko presega tudi 
60 % molekulske mase [95]. Pri raziskovalnem delu smo se želeli osredotočiti predvsem 
na proteinski del testikanov, zato smo uporabili neglikozilirane oblike testikana-1 in 
testikana-2. Vse konstrukte smo pripravili v insektnih celicah, za katere je poznano, da je 
glikozilacija proteinov omejena [96]. Da to velja tudi za testikane potrjujejo raziskave, ki 
so jih na Katedri za biokemijo, UL FKKT, že opravili Pavšič in sodelavci. Pokazali so, da 
testikan-2 izražen v celicah S. frugiperda ni obsežno glikoziliran, saj je molekulska masa 
rekombinantnega proteina bila zelo podobna tisti, izračunani iz aminokislinskega 
zaporedja [97]. Tudi mi smo vse rekombinantne proteine, testikan-1, skrajšan za 
neurejeno C-končno regijo (T1ΔC), celoten testikan-2 (T2) in njegovi skrajšani različici 
(T2ΔC, brez C-končne regije in T2ΔNC, brez C- in N-končnih regij) izrazili v celicah S. 
frugiperda. Posebej prilagojeni konstrukti, ki so imeli na N-koncu signalni peptid 
čebeljega melitina, za njim pa heksahistidinsko oznako in cepitveno mesto za proteazo 
TEV, so nam omogočili, da so se rekombinantni proteini usmerili vzdolž sekretorne poti 
in se tam uspešno zvili, ter smo jih lahko izolirali iz gojišča z uporabo nikljeve afinitetne 
kromatografije. Po odcepitvi heksahistidinske oznake smo dobili proteinske molekule, ki 
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razen treh dodatnih aminokislinskih ostankov na N-koncu niso vsebovali dodatnih 
nenativnih regij. Vse konstrukte smo očistili, njihova navidezna molekulska masa, 
določena z NaDS-PAGE, pa se je skladala z izračunano iz aminokislinskega zaporedja, kar 
posredno kaže na odsotnost obsežne glikozilacije. 
V okviru strukturne karakterizacije smo se najprej osredotočili na vezavo kalcijevih ionov 
na testikan-2. Rezultati začetne analize aminokislinskih zaporedij in silico in strukturnih 
modelov so kazali na to, da je v zunajcelični domeni, ki veže kalcijeve ione (domena EC), 
le eden od obeh motivov EF (in sicer EF1) sposoben učinkovite koordinacije kalcijevega 
iona. To smo podkrepili z eksperimentalnimi podatki, pridobljenimi z izotermno 
titracijsko kalorimetrijo, kjer smo določili stehiometrijo 1,3 kalcijevega iona na 
proteinsko molekulo. Na osnovi opravljenih analiz smo zaključili, da lahko samo motiv 
EF1 veže kalcijev ion in sicer s konstanto disociacije Kd = 17,1 ± 3,4 µM. Zaradi prevelikega 
odmika od konsenznega aminokislinskega zaporedja in prevelikih razdalj med kalcijevim 
ionom in atomi koordinacijske sfere, vezava kalcija v motiv EF2 ni mogoča. 
Eksperimentalno določena afiniteta vezave je manjša, a v enakem redu velikosti kot za 
testikan-1 (68 µM), pri katerem je ravno tako zgolj motiv EF1 tisti, ki veže kalcijev ion [9]. 
Razlika v velikosti afinitete do kalcijevih ionov med testikanom-1 in testikanom-2 je lahko 
posledica nekoliko različnega aminokislinskega zaporedja v motivu EF, prav tako pa na 
izmerjeno afiniteto vplivajo različni eksperimentalni pogoji. Na razliko v določeni 
afiniteti lahko vpliva tudi sam konstrukt, uporabljen za meritve – v primeru testikana-1 
so namreč opravili titracijo z izolirano domeno EC [9], v primeru testikana-2 pa smo 
uporabili konstrukt, skrajšan zgolj za C-končno regijo (T2ΔC).  
Vezava kalcijevih ionov je običajno endotermen proces [89], v našem primeru pa je bila 
izračunana vrednost ΔH manjša od nič, kar je značilnost eksotermnih procesov. 
Eksotermna narava vezave kalcija je najverjetneje posledica sočasnega nastanka 
elektrostatskih interakcij [89], zaradi katerih je struktura proteina po vezavi kalcija bolj 
kompaktna. Takšno sklepanje pa je tudi v skladu s podatki, ki smo jih pridobili z metodo 
SAXS.  
Napoved strukturne neurejenosti na osnovi aminokislinskega zaporedja, ki smo jo 
naredili za vse tri človeške testikane, je pokazala, da sta najverjetneje tako N-končna 
unikatna regija kot kratka C-končna regija neurejeni. Za slednjo se je to že prej 
predvidevalo [24], saj vsebuje visok delež aspartatnih in predvsem glutamatnih ostankov, 
ki dajejo tej regiji visok negativni celokupni naboj in tako prek medsebojnega odboja 
onemogočajo, da bi ta regija zavzela kompaktno strukturo. Tudi v N-končni regiji je delež 
negativno nabitih aminokislinskih ostankov višji od povprečja, a je ta razlika manj 
izstopajoča. Kot druge kratke regije z višjo tendenco po neurejenosti smo identificirali 
povezovalne regije med domenami FS, EC in TY. 
Na strukturno neurejenost N-končne regije kažejo tudi rezultati SAXS, pridobljeni za 
konstrukt T2ΔC, ki v primerjavi z globularnim proteinom BSA kljub odstranjeni C-končni 
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regiji izkazuje določeno stopnjo strukturne neurejenosti. Meritve smo sicer izvajali na 
izoliranem proteinu, tako da ne moremo izključiti možnosti, da v raztopini strukturno 
neurejene regije zavzamejo neko urejeno strukturo ob vezavi na komponente 
zunajceličnega matriksa in/ali molekule na površini celic.  
Rezultati meritev SAXS so pokazali tudi, da vezava kalcijevega iona v testikan-2 rahlo 
poveča kompaktnost strukture, kar se odraža kot manjši radij giracije Rg in manjša 
maksimalna razdalja Dmax za kalcij-vezano obliko testikana-2. 
Testikani so proteini zunajceličnega matriksa, kjer so kalcijevi ioni prisotni v 
koncentracijskem območju 1,1–1,4 mM [98]. Koncentracija kalcijevih ionov v okolju, kjer 
se nahajajo testikani, je torej mnogo višja od eksperimentalno določene Kd (17 µM), zato 
je jasno, da so testikani (vsaj -1 in -2) ves čas v kalcij-vezani obliki, ter da ima vezan 
kalcijev ion vlogo zgolj pri stabilizaciji strukture. Poleg predstavnikov družine BM-40 se 
stabilnost strukture po vezavi kalcijevih ionov poveča tudi kadherinom, katerih verige so 
v kalcij-vezani obliki manj fleksibilne, to pa ima pomembno vlogo pri nastajanju 
medceličnih povezav [99,100]. Še en primer adhezijskih celičnih receptorjev  so lektini 
tipa C, pri katerih je koordinacija kalcijevih ionov bistvena za vezavo verig ogljikovih 
hidratov v domeno za prepoznavo ogljikovih hidratov (ang. carbohydrate recognition 
domain, CRD), ki ima pomembno vlogo pri delovanju imunskega sistema [101,102]. 
Z uporabo strukturnih modelov posameznih domen (FS, EC in TY) in strukturnih 
podatkov, pridobljenih z metodo SAXS, smo z metodo EOM izdelali strukturni model 
T2ΔC. Predstavlja ga družina/ansambel štirih modelov, ki jim je skupna organizacija 
domen FS, EC in TY v kompaktnejše jedro, a zaradi nizke ločljivosti metode in odsotnosti 
drugih podatkov stikov med posameznimi domenami ne moremo natančneje opisati.  
N-končna regija je modelirana kot neurejena, njena konformacija se med modeli bistveno 
razlikuje. Na prisotnost kompaktnejšega jedra kaže tudi model ab initio, ki ima ob 
osrednjem delu štrlino, povezano z podaljškom funkcije porazdelitve parov razdalj pri 
višjih vrednostih Dmax. V nasprotju s tem je bilo za nidogen-1, ki se prav tako nahaja v 
zunajceličnem matriksu in vsebuje tiroglobulinsko domeno, z meritvami SAXS pokazano, 
da v raztopini zavzame bolj iztegnjeno konformacijo, njegove tri večje globularne domene 
pa so razpotegnjene v obliki bolj odprte črke V [103]. Za še en modularen protein 
zunajceličnega matriksa, α-distroglikan, pa je bilo pokazano, da je v raztopini prisoten v 
dveh konformacijah – kompaktni in bolj iztegnjeni [104]. Vse te raziskave so bile torej 
narejene na izoliranih proteinih in v raztopini, kjer imajo molekule večjo konformacijsko 
svobodo, v kontekstu zunajceličnega matriksa, kjer pa so prisotne številne 
medmolekulske interakcije, pa lahko slednje bistveno vplivajo na konformacijo, ki jo ti 
večdomenski proteini zavzamejo. 
Podrobnejše strukturne informacije o testikanih bi lahko pridobili z določitvijo kristalne 
strukture ali določitvijo NMR strukture. Kristalizirali smo vse pripravljene konstrukte, 
tudi kombinacije testikana-1 brez C-končne regije z različnimi konstrukti testikana-2, 
72 
 
poleg tega pa smo dodatno pripravili še tiroglobulinsko domeno testikana-2 in unikatno 
regijo testikana-2. Pri nobenem od kristalizacijskih pogojev nismo identificirali 
proteinskega kristala. Za določitev NMR strukture smo testikan želeli izraziti v P. pastoris, 
ta sistem smo izbrali zaradi bistveno boljše cenovne dostopnosti priprave izotopsko 
označenih oblik proteina. Kljub obsežnim presejalnim testom velikega števila 
pridobljenih kolonij z vključenim zapisom za testikan-2, in uporabi za kvasovke 
optimiziranega zapisa rekombinantnega proteina nismo detektirali v gojišču kvasovk. 
Obstaja veliko proteoglikanov, tudi predstavnikov družine SPARC, kamor uvrščamo 
testikane, za katere je predvidena funkcija regulacije migracije in adhezije celic. Takšno 
aktivnost so pokazali tudi za celoten testikan-1, ki v pogojih in vitro spodbuja migracijo 
celic [105]. V raziskave celične migracije smo tako poleg testikana-2 vključili tudi 
skrajšano obliko testikana-1. S testom zapiranja celične vrzeli smo pokazali, da tako 
skrajšana različica testikana-1 kot tudi vse uporabljene različice testikana-2 (T2, T2ΔC in 
T2ΔNC) pozitivno vplivajo na migracijo celic. Približno enak učinek na migracijo smo 
opazili neodvisno od tipa konstrukta, ki smo ga dodali celični liniji U373, zato sklepamo, 
da na migracijo vpliva centralni triplet domen FS–EC–TY. To se sklada s preteklimi 
študijami, ki so pokazale, da je za regulacijo izraščanja nevronov odgovoren proteinski 
del testikana-2 [106].  
Če povzamemo, uspeli smo pripraviti različne rekombinantne oblike testikanov, na 
podlagi katerih smo z uporabo strukturnih tehnik pridobili vpogled v do sedaj še 
neopisane strukturne značilnosti testikanov, in uspeli potrditi hipotezi postavljeni na 
začetku raziskovalnega dela. Z rezultati meritev SAXS smo potrdili napovedano 
neurejenost N-končne regije, ki je najverjetneje posledica številnih negativnih 
aminokislinskih ostankov. Z rezultati raziskav celične migracije, pa smo potrdili 
sodelovanje proteinskega jedra testikanov pri celični migraciji in vitro, procesu, na 








Z izražanjem v insektnih celicah Sf9 smo pripravili rekombinantne oblike testikanov: 
testikan-1 skrajšan za neurejeno C-končno domeno (T1ΔC); celoten testikan-2 (T2) in 
njegovi skrajšani različici (T2ΔC in T2ΔNC). Vse oblike testikanov smo očistili do 
monodisperznosti in jih uporabili v strukturnih in interakcijskih študijah.  
Z metodo ITC smo določili ravnotežno disociacijsko konstanto interakcije med T2ΔC in 
kalcijevimi ioni, katere vrednost znaša 1,7 µM. Pokazali smo, da se na eno molekulo T2ΔC 
veže en kalcijev ion. S tem smo potrdili analizo aminokislinskega zaporedja domene EC 
in silico, s katero smo identificirali prisotnost dveh EF-dlani, od katerih pa smo pri EF2 
zaznali preveliko odstopanje od konsenznega aminokislinskega zaporedja, da bi bila 
omogočena uspešna koordinacija kalcijevih ionov. Zaključili smo, da testikan-2 veže en 
kalcijev ion, ki se veže v motiv EF1. Glede na zunajcelično koncentracijo kalcijevih ionov, 
ki je bistveno večja od določene disociacijske konstante, sklepamo, da je kalcijev ion 
integralen del molekule testikana-2.  
Na podlagi strukturnih podatkov za T2ΔC, ki smo jih pridobili z metodo SAXS, smo z 
modeliranjem ab initio izdelali molekulske ovojnice nizke ločljivosti, iz katerih je razvidna 
prisotnost neurejenih, fleksibilnih regij. Z metodo modeliranja družin modelov smo 
izdelali družino strukturnih modelov za triplet domen FS–EC–TY, ki je skladna z 
predhodno izračunano molekulsko ovojnico. Eksperimentalno zaznana prisotnost 
neurejenih predelov je skladna z napovedjo in silico, fleksibilnost pripisujemo N-končni 
unikatni regiji ter meddomenskim povezovalnim regijam.  
S testom zapiranja celične vrzeli smo dokazali vpliv testikanov na migracijski potencial 
celic in vitro. V primerjavi z negativno kontrolo se je vrzel v prisotnosti testikanov 
zapolnila vsaj 20 % hitreje. Med proteoglikane, ki delujejo kot regulatorji celične 
migracije, tako poleg testikana-1 uvrščamo tudi testikan-2, za opažen vpliv na migracijo 
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Preverjena nukleotidna zaporedja klonov 
Prikazana so združena nukleotidna zaporedja preverjena iz 3'- in 5'-konca. Področja 
vključkov so označena z modro.  
1. Preverjeno nukleotidno zaporedje ekspresijske kasete 
    1 GAAGAATAAG ATCTCCCTGG GCGGGTTGTT AAAATTGGGC AAGAAAGTAA 
   51 CCCGGGAGAG CCCCAACAAC CCGTTTTTTG GTAGAGGCAC CAAGCCCGAT 
  101 GAATGTCTTA TTAGGGAGCA AGTTCCCGAG GTAATCGGAG TCCGGCTGAT 
  151 GTTGGGAGTA GGTGGCTACG TCTCCGAACT CACGACCGAA AAGATCAAGA 
  201 GCAGCCCGCA TGGATTTGAC TTGGTCAGGG CCGAGCCTAC ATGTGCGAAT 
  251 GATGCCCATA CTTGAGCCAC CTAACTTTGT TTTAGGGCGA CTGCCCTGCT 
  301 GCGTAACATC GTTGCTGCTC CATAACATCA AACATCGACC CACGGCGTAA 
  351 CGCGCTTGCT GCTTGGATGC CCGAGGCATA GACTGTACAA AAAAACAGTC 
  401 ATAACAAGCC ATGAAAACCG CCACTGCGCC GTTACCACCG CTGCGTTCGG 
  451 TCAAGGTTCT GGACCAGTTG CGTGAGCGCA TACGCTACTT GCATTACAGT 
  501 TTACGAACCG AACAGGCTTA TGTCAACTGG GTTCGTGCCT TCATCCGTTT 
  551 CCACGGTGTG CGTCACCCGG CAACCTTGGG CAGCAGCGAA GTCGAGGCAT 
  601 TTCTGTCCTG GCTGGCGAAC GAGCGCAAGG TTTCGGTCTC CACGCATCGT 
  651 CAGGCATTGG CGGCCTTGCT GTTCTTCTAC GGCAAGGTGC TGTGCACGGA 
  701 TCTGCCCTGG CTTCAGGAGA TCGGAAGACC TCGGCCGTCG CGGCGCTTGC 
  751 CGGTGGTGCT GACCCCGGAT GAAGTGGTTC GCATCCTCGG TTTTCTGGAA 
  801 GGCGAGCATC GTTTGTTCGC CCAGGACTCT AGCTATAGTT CTAGTGGTTG 
  851 GCTACGTATA CTCCGGAATA TTAATAGATC ATGGAGATAA TTAAAATGAT 
  901 AACCATCTCG CAAATAAATA AGTATTTTAC TGTTTTCGTA ACAGTTTTGT 
  951 AATAAAAAAA CCTATAAATA TTCCGGATTA TTCATACCGT CCCACCATCG 
 1001 GGCGCGGATC CATGAAATTT CTGGTGAACG TGGCGCTGGT GTTTATGGTG 
 1051 GTGTATATTA GCTATATTTA TGCGGAACCG CCGCCGGGCC CGCATCATCA 
 1101 TCATCATCAT AGCACCGAAA ACCTGTATTT TCAGGGCGCT AGCGTCGACG 
 1151 AGCTCACTAG TCGCGGCCGC TTTCGAATCT AGAGCCTGCA GTCTCGAGGC 
 1201 ATGCGGTACC AAGCTTGTCG AGAAGTACTA GAGGATCATA ATCAGCCATA 
 1251 CCACATTTGT AGAGGTTTTA CTTGCTTTAA AAAACCTCCC ACACCTCCCC 
 1301 CTGAACCTGA AACATAAAAT GAATGCAATT GTTGTTGTTA ACTTGTTTAT 
 1351 TGCAGCTTAT AATGGTTACA AATAAAGCAA TAGCATCACA AATTTCACAA 
 1401 ATAAAGCATT TTTTTCACTG CATTCTAGTT GTGGTTTGTC CAAACTCATC 
 1451 AATGTATCTT ATCATGTCTG GATCTGATCA CTGCTTGAGC CTAGGAGATC 
 1501 CGAACCAGAT AAGTGAAATC TAGTTCCAAA CTATTTTGTC ATTTTTAATT 
 1551 TTCGTATTAG CTTACGACGC TACACCCAGT TCCCATCTAT TTTGTCACTC 
 1601 TTCCCTAAAT AATCCTTAAA AACTCCATTT CCACCCCTCC CAGTTCCCAA 
 1651 CTATTTTGTC CGCCCACAGC GGGGCATTTT TCTTCCTGTT ATGTTTTTAA 
 1701 TCAAACATCC TGCCAACTCC ATGTGACAAA CCGTCATCTT CGGCTACTTT 
 1751 TTCTCTGTCA CAGAATGAAA ATTTTTCTGT CATCTCTTCG TTATTAATGT 
 1801 TTGTAATTGA CTGAATATCA ACGCTTATTT GCAGCCTGAA TGGCGAATGG 
 1851 GACGCGCCCT GTAGCGGCGC ATTAAGCGCG GCGGGTGTGG TGGTTACGCG 
 1901 CAGCGTGACC GCTACACTTG CCAGCGCCCT AGCGCCCGCT CCTTTCGCTT 
 1951 TCTTCCCTTC CTTTCTCGCC ACGTTCGCCG GCTTTCCCCG TCAAGCTCTA 
 2001 AATCGGGGGC TCCCTTTAGG GTTCCGATTT AGTGCTTTAC GGCACCTCGA 
 2051 CCCCAAAAAC TTGATTAGGG TGATGGTTCA CGTAGTGGGC CATCGCCCTG 
 2101 ATAGACGGTT TTTCGCCCTT TGACGTTGGA ATCCACGTTC TTAATAGTGG  
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2. Preverjeno nukleotidno zaporedje konstrukta T1ΔC 
    1 GTTTAGGGGG GGGGACTGAA TTTCTGGTGA CGTGGCGCTG GTGTTTATGG 
   51 TGGTGTATAT TAGCTATATT TATGCGGAAC CGCCGCCGGG CCCGCATCAT 
  101 CATCATCATC ATAGCACCGA AAACCTGTAT TTTCAGGGCG CTAGCCGGCA 
  151 CCTGGACGCG CTCGCCGGAG GCGCGGGCCC CAACCACGGC AATTTCCTAG 
  201 ACAATGACCA GTGGCTGAGC ACCGTCTCCC AGTACGACCG GGACAAGTAC 
  251 TGGAACCGCT TTCGAGACGA TGATTATTTC AGAAACTGGA ATCCCAACAA 
  301 GCCCTTTGAC CAAGCCCTGG ACCCATCCAA GGACCCCTGC CTGAAGGTAA 
  351 AATGCAGCCC TCACAAAGTG TGTGTGACCC AGGACTACCA GACCGCCCTG 
  401 TGTGTCAGCC GCAAGCACCT GCTCCCCAGG CAAAAGAAGG GGAACGTGGC 
  451 CCAGAAACAC TGGGTTGGAC CTTCGAATTT GGTCAAGTGC AAGCCCTGTC 
  501 CCGTGGCACA GTCAGCCATG GTCTGCGGCT CAGATGGCCA CTCCTACACA 
  551 TCCAAGTGCA AATTGGAGTT CCATGCTTGT TCTACTGGCA AAAGCCTCGC 
  601 CACCCTCTGT GATGGGCCCT GTCCCTGTCT CCCAGAGCCT GAGCCACCAA 
  651 AGCACAAGGC AGAAAGGAGT GCCTGCACAG ACAAGGAGTT GCGGAACCTT 
  701 GCCTCCCGGC TGAAGGATTG GTTTGGAGCT CTCCACGAGG ATGCGAACAG 
  751 AGTCATCAAG CCCACCAGCT CCAACACAGC CCAAGGCAGG TTTGACACTA 
  801 GCATCCTGCC CATCTGCAAG GACTCCCTGG GCTGGATGTT CAACAAGTTG 
  851 GACATGAACT ATGACCTCCT GCTTGACCCT TCAGAGATCA ATGCCATCTA 
  901 CCTGGATAAG TACGAGCCCT GTATCAAGCC TCTTTTCAAC TCGTGTGACT 
  951 CCTTCAAGGA TGGCAAGCTT TCTAACAATG AGTGGTGCTA CTGCTTCCAG 
 1001 AAGCCTGGAG GTCTCCCTTG CCAGAATGAA ATGAACAGAA TTCAGAAGCT 
 1051 GAGTAAGGGG AAAAGCCTGT TGGGGGCCTT CATACCTCGG TGTAATGAGG 
 1101 AGGGCTATTA CAAAGCCACA CAGTGCCACG GCAGCACGGG GCAGTGCTGG 
 1151 TGTGTGGACA AATATGGGAA TGAGTTGGCT GGCTCCAGGA AACAGGGTGC 
 1201 TGTGAGCTGT GAAGAGGAGT AACTCGAGGC ATGCGGTACC AAGCTGTCGA 
 1251 GAGTACAGAC 
 
3. Preverjeno nukleotidno zaporedje konstrukta T2 
    1 TGGCGGACAT GGAATTTCTG GTGACGTGGC GCTGGTGTTT ATGGTGGTGT 
   51 ATATTAGCTA TATTTATGCG GAACCGCCGC CGGGCCCGCA TCATCATCAT 
  101 CATCATAGCA CCGAAAACCT GTATTTTCAG GGCGCTAGCG AAGGCGACGC 
  151 CAAGGGGCTC AAGGAGGGCG AGACCCCCGG CAATTTCATG GAGGACGAGC 
  201 AATGGCTGTC GTCCATCTCG CAGTACAGCG GCAAGATCAA GCACTGGAAC 
  251 CGCTTCCGAG ACGAAGTGGA GGATGACTAT ATCAAGAGCT GGGAGGACAA 
  301 TCAGCAAGGA GATGAAGCCC TGGATACCAC CAAGGACCCC TGCCAGAAGG 
  351 TGAAGTGCAG CCGCCACAAG GTGTGCATTG CCCAGGGCTA CCAGCGGGCC 
  401 ATGTGCATCA GTCGCAAGAA GCTGGAGCAC AGGATCAAGC AGCCGACCGT 
  451 GAAACTCCAT GGAAACAAAG ACTCCATCTG CAAGCCCTGC CACATGGCCC 
  501 AGCTTGCCTC TGTCTGCGGC TCAGATGGCC ACACTTACAG CTCTGTGTGT 
  551 AAGCTGGAGC AACAGGCGTG CCTGAGCAGC AAGCAGCTGG CGGTGCGATG 
  601 CGAGGGCCCC TGCCCCTGCC CCACGGAGCA GGCTGCCACC TCCACCGCCG 
  651 ATGGCAAACC AGAGACTTGC ACCGGTCAGG ACCTGGCTGA CCTGGGAGAT 
  701 CGGCTGCGGG ACTGGTTCCA GCTCCTTCAT GAGAACTCCA AGCAGAATGG 
  751 CTCAGCCAGC AGTGTAGCCG GCCCGGCCAG CGGGCTGGAC AAGAGCCTGG 
  801 GGGCCAGCTG CAAGGACTCC ATTGGCTGGA TGTTCTCCAA GCTGGACACC 
  851 AGTGCTGACC TCTTCCTGGA CCAGACGGAG CTGGCCGCCA TCAACCTGGA 
  901 CAAGTACGAG GTCTGCATCC GTCCCTTCTT CAACTCCTGT GACACCTACA 
  951 AGGATGGCCG GGTCTCTACT GCTGAGTGGT GCTTCTGCTT CTGGAGGGAG 
 1001 AAGCCCCCCT GCCTGGCAGA GCTGGAGCGC ATCCAGATCC AGGAGGCCGC 
 1051 CAAGAAGAAG CCAGGCATCT TCATCCCGAG CTGCGACGAG GATGGCTACT 
 1101 ACCGGAAGAT GCAGTGTGAC CAGAGCAGCG GTGACTGCTG GTGTGTGGAC 
 1151 CAGCTGGGCC TGGAGCTGAC TGGCACGCGC ACGCATGGGA GCCCCGACTG 
 1201 CGATGACATC GTGGGCTTCT CGGGGGACTT TGGAAGCGGT GTCGGCTGGG 
 1251 AGGATGAGGA GGAGAAGGAG ACGGAGGAAG CAGGCGAGGA GGCCGAGGAG 
 1301 GAGGAGGGCG AGGCAGGCGA GGCTGACGAC GGGGGCTACA TCTGGTAGCT 




4. Preverjeno nukleotidno zaporedje konstrukta T2ΔC 
    1 CCGGGGCTAT CTGCAATTTC TGGTGACGTG GCGCTGGTGT TTATGGTGGT 
   51 GTATATTAGC TATATTTATG CGGAACCGCC GCCGGGCCCG CATCATCATC 
  101 ATCATCATAG CACCGAAAAC CTGTATTTTC AGGGCGCTAG CGAAGGCGAC 
  151 GCCAAGGGGC TCAAGGAGGG CGAGACCCCC GGCAATTTCA TGGAGGACGA 
  201 GCAATGGCTG TCGTCCATCT CGCAGTACAG CGGCAAGATC AAGCACTGGA 
  251 ACCGCTTCCG AGACGAAGTG GAGGATGACT ATATCAAGAG CTGGGAGGAC 
  301 AATCAGCAAG GAGATGAAGC CCTGGATACC ACCAAGGACC CCTGCCAGAA 
  351 GGTGAAGTGC AGCCGCCACA AGGTGTGCAT TGCCCAGGGC TACCAGCGGG 
  401 CCATGTGCAT CAGTCGCAAG AAGCTGGAGC ACAGGATCAA GCAGCCGACC 
  451 GTGAAACTCC ATGGAAACAA AGACTCCATC TGCAAGCCCT GCCACATGGC 
  501 CCAGCTTGCC TCTGTCTGCG GCTCAGATGG CCACACTTAC AGCTCTGTGT 
  551 GTAAGCTGGA GCAACAGGCG TGCCTGAGCA GCAAGCAGCT GGCGGTGCGA 
  601 TGCGAGGGCC CCTGCCCCTG CCCCACGGAG CAGGCTGCCA CCTCCACCGC 
  651 CGATGGCAAA CCAGAGACTT GCACCGGTCA GGACCTGGCT GACCTGGGAG 
  701 ATCGGCTGCG GGACTGGTTC CAGCTCCTTC ATGAGAACTC CAAGCAGAAT 
  751 GGCTCAGCCA GCAGTGTAGC CGGCCCGGCC AGCGGGCTGG ACAAGAGCCT 
  801 GGGGGCCAGC TGCAAGGACT CCATTGGCTG GATGTTCTCC AAGCTGGACA 
  851 CCAGTGCTGA CCTCTTCCTG GACCAGACGG AGCTGGCCGC CATCAACCTG 
  901 GACAAGTACG AGGTCTGCAT CCGTCCCTTC TTCAACTCCT GTGACACCTA 
  951 CAAGGATGGC CGGGTCTCTA CTGCTGAGTG GTGCTTCTGC TTCTGGAGGG 
 1001 AGAAGCCCCC CTGCCTGGCA GAGCTGGAGC GCATCCAGAT CCAGGAGGCC 
 1051 GCCAAGAAGA AGCCAGGCAT CTTCATCCCG AGCTGCGACG AGGATGGCTA 
 1101 CTACCGGAAG ATGCAGTGTG ACCAGAGCAG CGGTGACTGC TGGTGTGTGG 
 1151 ACCAGCTGGG CCTGGAGCTG ACTGGCACGC GCACGCATGG GAGCCCCGAC 
 1201 TGCGATGACA TCTAACTCGA GGCATGCGGT ACCAAGCTGC GAGAAATTCT 
 1251 TAGG 
 
5. Preverjeno nukleotidno zaporedje konstrukta T2ΔNC 
    1 ACGCCAAGGG GCTCAAGGAG GGCGAGACCC CCGGCAATTT CATGGAGGAC 
   51 GAGCAATGGC TGTCGTCCAT CTCGCAGTAC AGCGGCAAGA TCAAGCACTG 
  101 GAACCGCTTC CGAGACGAAG TGGAGGATGA CTATATCAAG AGCTGGGAGG 
  151 ACAATCAGCA AGGAGATGAA GCCCTGGGAT CCATGAAATT TCTGGTGAAC 
  201 GTGGCGCTGG TGTTTATGGT GGTGTATATT AGCTATATTT ATGCGGAACC 
  251 GCCGCCGGGC CCGCATCATC ATCATCATCA TAGCACCGAA AACCTGTATT 
  301 TTCAGGGCGC TAGCGATACC ACCAAGGACC CCTGCCAGAA GGTGAAGTGC 
  351 AGCCGCCACA AGGTGTGCAT TGCCCAGGGC TACCAGCGGG CCATGTGCAT 
  401 CAGTCGCAAG AAGCTGGAGC ACAGGATCAA GCAGCCGACC GTGAAACTCC 
  451 ATGGAAACAA AGACTCCATC TGCAAGCCCT GCCACATGGC CCAGCTTGCC 
  501 TCTGTCTGCG GCTCAGATGG CCACACTTAC AGCTCTGTGT GTAAGCTGGA 
  551 GCAACAGGCG TGCCTGAGCA GCAAGCAGCT GGCGGTGCGA TGCGAGGGCC 
  601 CCTGCCCCTG CCCCACGGAG CAGGCTGCCA CCTCCACCGC CGATGGCAAA 
  651 CCAGAGACTT GCACCGGTCA GGACCTGGCT GACCTGGGAG ATCGGCTGCG 
  701 GGACTGGTTC CAGCTCCTTC ATGAGAACTC CAAGCAGAAT GGCTCAGCCA 
  751 GCAGTGTAGC CGGCCCGGCC AGCGGGCTGG ACAAGAGCCT GGGGGCCAGC 
  801 TGCAAGGACT CCATTGGCTG GATGTTCTCC AAGCTGGACA CCAGTGCTGA 
  851 CCTCTTCCTG GACCAGACGG AGCTGGCCGC CATCAACCTG GACAAGTACG 
  901 AGGTCTGCAT CCGTCCCTTC TTCAACTCCT GTGACACCTA CAAGGATGGC 
  951 CGGGTCTCTA CTGCTGAGTG GTGCTTCTGC TTCTGGAGGG AGAAGCCCCC 
 1001 CTGCCTGGCA GAGCTGGAGC GCATCCAGAT CCAGGAGGCC GCCAAGAAGA 
 1051 AGCCAGGCAT CTTCATCCCG AGCTGCGACG AGGATGGCTA CTACCGGAAG 
 1101 ATGCAGTGTG ACCAGAGCAG CGGTGACTGC TGGTGTGTGG ACCAGCTGGG 
 1151 CCTGGAGCTG ACTGGCACGC GCACGCATGG GAGCCCCGAC TGCGATGACA 
 1201 TCTAACTCGA GGCATGCGGT ACCAAGCTGC GAGAAATTCT TAGTG 
 
 
